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nanoestruturados obtidos via biohibrido P.m-TiO2/V20s

P.m-TiO2/V20s - Biohibrido constituidos pelo Phialomyces macrosporus e pela mistura do
dioxido de titanio com pentdxido de vanadio.

P.m-TiO2/WO:s - Biohibrido constituidos pelo Phialomyces macrosporus e pela mistura do
dioxido de titanio com trioxido de tungsténio.

OMT - 6xidos de metais de transicao
Tb-MOFs - redes metal-organica constituidas de ions melitato e ions térbio
Trich — Trichoderma spp

Trich — N — Trichoderma spp nativo
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RESUMO

A integragao de particulas nanométricas na parede celular de fungos filamentosos tem
se mostrado uma estratégia eficiente para a producdo de materiais biohibridos e
biomorficos com propriedades interessantes. O presente trabalho, no primeiro
capitulo, discuti a conversao de fungos nao-luminescentes em luminescentes apds a
funcionalizacao da parede celular desses microrganismos com particulas de redes
metal-organicas de ions lantanideos (Tb-MOFs ou Eu-MOFs). Os biohibridos
luminescentes foram produzidos, cultivando os fungos das espécies Aspergillus niger
(A.n), Phialomyces macrosporus (P.m) e Trichoderma spp (Trich) no meio nutritivo
contendo Tb-MOFs ou Eu-MOFs. Imagens de microscopia eletronica de varredura
(MEV), de microscopia Optica de fluorescéncia e medidas de espectroscopia
luminescéncia indicaram que as MOFs foram integradas na parede celular dos fungos
que apresentaram propriedades luminescentes artificiais. As imagens de microscopia
optica de fluorescéncia ainda revelaram que particulas de Tb ou Eu-MOFs,
provavelmente menores do que 15 nm, foram internalizadas e armazenadas nos
vacuolos fungicos das trés espécies. As particulas internalizadas apresentaram
emissOes com maiores intensidades, provavelmente devido a presenca de substancias
como aminodcidos e proteina localizadas no vactiolo fungico. A internalizacao de Tb
ou Eu-MOFs abre um campo vasto para a aplicacao desses materiais no tratamento de
fungos infecciosos. No segundo capitulo da tese, foi explorado a transformacao de
o0xido de titdnio embebido na parede celular do fungo P.m em titanatos
nanoestruturados biomiméticos. Para isso, o biohibrido P.m-TiO: foi submetido a um
tratamento hidrotérmico em meio alcalino (NaOH ~10 mol L), na faixa de
temperatura de 100-140°C. As medidas de difragao de raios-X, associada as imagens
de MEV, de microscopia eletronica de transmissao (MET) e dados de espectroscopia
energia dispersiva de raios-X (EDS) mostraram a obtencao de microtubos, com

tamanhos de 30 a 100 pum, constituidos de nanotubos de titanato de sddio. Altera¢des
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na concentracdao da solucao de NaOH no intervalo de 6,5 a 80 mol L, levaram a
formacao de microtubos compostos por nanofitas de titanato de sddio. Um mecanismo
tem sido proposto para a formagao de nanofios e nanofitas na estrutura biomorfica que
considera a lenta degradagao de componentes da parede celular e adesivos que
mantém as particulas de TiO: ligadas a hifas fungicas. A utilizacdo de materiais
biohibridos como precursores de nanofitas de titanato ¢ uma estratégia que garante
um menor consumo de reagentes e de energia no processo de sintese, uma vez que, no
método convencional, nanofitas de titanato de sddio sao obtidas a partir de solugdes

de NaOH de aproximadamente 9,0 mol L! e temperatura de 160 °C.

Palavras chaves: fungos filamentosos, Ln-MOFs, materiais biohibridos, materiais

biomorficos, titanatos nanoestruturados
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ABSTRACT

he integration of nanometric particles in the filamentous fungi cell wall has been
shown to be an efficient strategy to produce biohybrid and biomorphic materials with
interesting properties. The present paper, in the first chapter, discussed the conversion
of non-luminescent to luminescent fungi after the cell wall functionalization of these
microorganisms with particles of metal-organic lanthanide ion networks (Tb-MOFs or
Eu-MOFs). Luminescent biohybrids were produced by cultivating the fungi of the
species Aspergillus niger (A.n), Phialomyces macrosporus (P.m) and Trichoderma spp (Trich)
in the nutrient medium containing Tb-MOFs or Eu-MOFs. Scanning electron
microscopy (SEM), fluorescence light microscopy, and luminescence spectroscopy
images indicated that MOFs were integrated into the cell wall of fungi that had
artificial luminescent properties. Fluorescence light microscopy images also revealed
that particles of Tb or Eu-MOFs, probably smaller than 15 nm, were internalized and
stored in the fungal vacuoles of the three species. The internalized particles presented
higher intensity emissions, probably due to the presence of substances such as amino
acids and proteins located in the fungal vacuole. The internalization of Tb or Eu-MOFs
opens a vast field for the application of these materials in the treatment of infectious
fungi. In the second chapter of the thesis, the transformation of titanium oxide
embedded in the P.m fungus cell wall into biomorphic nanostructured titanates was
explored. For this, the P.m-TiO:z biohybrid was subjected to an alkaline hydrothermal
treatment (NaOH ~ 10 mol L-) in the temperature range 100-140 ° C. X-ray diffraction
measurements, associated with SEM, transmission electron microscopy (TEM) and X-
ray dispersive energy spectroscopy (EDS) showed microtubes made up of sodium
titanate nanotubes. Changes in NaOH solution concentration in the 6.5 to 8.0 mol L-!
range led to the formation of microtubes composed of sodium titanate nanoribbons. A

mechanism has been proposed for the formation of nanotubes and nanoribbons on the
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biomorphic structure that considers the slow degradation of cell wall components and
adhesives that keep TiO: particles attached to fungal hyphae. It is believed that to
obtain the nanoribbons, the fungal cell wall components are degraded more slowly
when the NaOH solution concentration is in the 6.5 to 8.0 mol L' range. The use of
biohybrid materials as precursors of titanate nanoribbons ensures lower reagent and
energy consumption in the synthesis process, since sodium titanate nanaribbons, by
conventional method, are obtained from NaOH solutions of approximately 9.0 mol L-

!and a temperature of 160 ° C,

Key words: titanium oxide, filamentous fungi, Ln-MOFs, biohybrid materials,

biomorphic materials, titanate nanotubes
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1 INTRODUCAO

Desde os primoérdios, a produgao de materiais tem marcado profundamente a
historia de todos os seres vivos de um modo geral. Dados obtidos através de
escavagOes arqueoldgicas permitiram inferir que o sucesso da evolugao da espécie
humana teve como um dos motores a arte de producao de ferramentas a partir dos
materiais disponiveis (CALLISTER; RETHWISCH, 2008; SASS, 2011; VALIULIS, 2014).
Com a confecgao de ferramentas e objetos a base de pedras, ossos, madeira e pele de
animais, 0 homem pré-historico pode adquirir alimentos, sobreviver ao lado de outros
animais selvagens, desbravar e ocupar outras terras (DOBRZANSKI, 2006;
SOBOYEJO; SRIVATSAN, 2006; SASS, 2011; VALIULIS, 2014). Assim, a chegada do
homem pré-historico a civilizagao foi alcangada, apoiada em grande parte, pelo uso,
fabricacao e aperfeicoamento dos métodos de produgao de materiais (DOBRZANSKI,
2006; SASS, 2011; VALIULIS, 2014).

O processo de fabricagao de diversos tipos de materiais ao longo da historia foi
sendo tecnicamente especializado, o que contribuiu de maneira significativa para o
gradual desenvolvimento da humanidade (DOBRZANSKI, 2006; SASS, 2011;
ZHANG, 2012; VALIULIS, 2014). Nao por acaso, varias periodos da histéria da
humanidade receberam nomes de materiais (por exemplo, idade da pedra, do bronze,
do ferro e do silicio), os quais geraram profundas mudancas no modo de viver dos
seres humanos (DOBRZANSKI, 2006; VALIULIS, 2014). Além disso, o
desenvolvimento de materiais foi importante no surgimento, fortalecimento e/ou
queda de varias nagdes (SASS, 2011; VALIULIS, 2014). A Figura 1.1 apresenta varios
exemplos de materiais produzidos e a importancia relativa nas épocas indicadas. Os
materiais citados fazem parte de uma série de produtos comerciais que estao

disseminados por todo o planeta, facilitando a vida dos seres humanos.
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Figura 1.1 - Diagrama da importancia relativa de varios materiais em diferentes periodos.
Fonte: SOBOYEJO; SRIVATSAN, 2006.

Mesmo com todos os avangos alcan¢ados pelo homem com a confec¢ao de
materiais, a nossa capacidade de inovar e de produzir novos materiais s6 aumenta. Os
séculos XX e XXI, mais do que em qualquer outra época da histéria, vém
testemunhando uma explosao na sintese de novos materiais, com um destaque
particular para a classe dos materiais avangados. A producao desses tipos de materiais
tem se tornado uma politica de estado em virtude do desenvolvimento de novas
tecnologias aplicadas em dreas fundamentais e estratégicas da sociedade como
transportes, saude, seguranga, constru¢ao, armazenamento e conversao de energia
(SOBOYEJO; SRIVATSAN, 2006, MOSKOWITZ, 2008). Além disso, os materiais
avancados vem aquecendo a economia global, o que contribui para fortalecer ainda
mais da hegemonia de um pais (SOBOYEJO; SRIVATSAN, 2006; MOSKOWITZ, 2008;
WEGST et al., 2015).

Os materiais avangados podem ser considerados novos materiais (do ponto de
vista da constituigdo quimica) ou simplesmente uma versdao “atualizada” dos

materiais comuns (metais, ligas metalicas, semicondutores, polimeros, compositos e
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etc.) seguindo outra forma de usa-los e/ou novas combinagoes dos materiais existentes
(ROONEY, 2000; CALLISTER; RETHWISCH, 2008). Esses materiais necessariamente
apresentam performance superior em uma ou mais propriedades quando comparada
com os materiais usuais (CURLEE; DAS, 1991; ROONEY, 2000; CALLISTER;
RETHWISCH, 2008).

Um ponto de partida, adotado por muitos cientistas para o desenvolvimento de
materiais avangados, segue a partir de uma investigacao de materiais produzidos pela
natureza. Essa inspiracdo, sugestivamente chamada de “bioinspiracao”, ¢é
fundamentada em uma série de caracteristicas proprias dos materiais bioldgicos que
exibem morfologias e propriedades requisitadas para o desenvolvimento de novos
materiais (DUJARDIN; MANN, 2002; SANCHEZ et al., 2005; XIA; JIANG, 2008;
WEGST et al., 2015). A bioinspiracao é justificada porque a natureza possui uma eximia
habilidade de produzir materiais multifuncionais (DUJARDIN ; MANN, 2002;
SANCHEZ et al., 2005; XIA; JIANG, 2008; LIN; MAO, 2011; MEYERS et al, 2011;
WEGST et al., 2015).

Os materiais bioldgicos sao formados por um nimero limitado de elementos
quimicos interagindo entre si, além de apresentar diferentes tamanhos e configuragdes
estruturais (SANCHEZ et al., 2005; MEYERS et al, 2011; WEGST et al., 2015). Tanto as
interagOes entre os blocos construtores, as quais ocorrem em multiplas escalas de
comprimento (desde a atdmica até a macroscdpica), quanto as diferentes orientagdes
dessas estruturas, conferem aos materiais bioldgicos distintas propriedades que sao
fundamentais a sua durabilidade (XIA; JIANG, 2008; WEGST et al., 2015). A Figura 1.2,
por exemplo, mostra a complexidade das interacdes entre os componentes
organico/inorganico que formam os 0ssos e sua sofisticada engenharia de construcao.
A organizacao das moléculas de colagenos, constituida por fibras helicoidais, e dos
nanocristais de hidroxiapatita (Caio(POs)s(OH)2), formando placas distribuidas
periodicamente ao longo das fibras de coldgeno, faz com que a estrutura Ossea seja
mais resistente, mais leve e com propriedade de autorregeneracao (WEGST et al., 2015).
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Figure 1.2 - Diferentes escalas de intera¢cdes dos componentes bioldgicos que compdem o osso.
Fonte: WEGST et al., 2015.

Imitar a arquitetura dos materiais bioldgicos ndo ¢ uma tarefa muito facil
devido as complexidades morfologicas das estruturas que compodem tais materiais e
também em virtude das interagdes que ocorrem em diferentes escalas de comprimento
(SANCHEZ et al., 2005; XIA; JIANG, 2008; LIN; MAO, 2011; WEGST et al., 2015). Além
disso, os sistemas bioldgicos foram cunhados e aperfeicoadas ao logo de milhdes de
anos como consequéncia de severas condi¢Oes ambientais propiciando a evolugao
desses sistemas (WEGST et al., 2015). Entao, para contornar essas dificuldades, os
cientistas tém empregado uma estratégia bem mais simples que é a de utilizar os
materiais biologicos como moldes, sendo, portanto, chamados de biotemplates
(ZHANG et al., 2010; FAKHRULLIN; LVOV, 2012; MATHAPA; PAUNOV, 2014). Com
a utilizagao de biotemplates é possivel obter materiais inorganicos biomiméticos (ou
biomorficos). Esse processo pode ser realizado empregando-se métodos quimicos de

automontagem em meio aquoso (FAKHRULLIN; LVOV, 2012).

Vdrios trabalhos publicados na tltima década tém explorado essa estratégia de
utilizacdo de materiais bioldgicos para a produgao de materiais inorganicos
biomiméticos. Por exemplo, madeira, casca de arroz, asas de borboleta, virus, e células
vivas - microrganismos (bactérias, fungos e algas) e até mesmo células de mamiferos -
, tém sido empregados como biotemplates (FLYNN et al., 2003; ZHANG et al., 2010;
SHARMA; SRIVASTAVA, 2013; MATHAPA; PAUNOV, 2014). Para a obtencao do
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material inorganico biomimético, o componente bioldgico tem de ser degradado
(FLYNN et al., 2003; ZHANG et al., 2010, SHARMA,; SRIVASTAVA, 2013; MATHAPA
E PAUNOV, 2014). Assim, no final, resta somente o material inorganico com a mesma

morfologia do componente bioldgico.

Além da estratégia citada acima, a interacdo de materiais biologicos e nao-
bioldgicos (materiais inorganicos ou organicos) pode ser utilizada para a preparacgao
de materiais de hibridos. Esses novos materiais, também chamados de células
ciborgues (FAKHRULLIN; LVOV, 2012), apresentam novas funcionalidades: as
células vivas adquirem as propriedades fisico-quimicas dos materiais que as recobrem,
enquanto que, os materiais depositados podem passar a fazer parte das fungoes
bioldgicas das células vivas (JUNG et al, 2011, FAKHRULLIN; LVOV, 2012;
MATHAPA; PAUNOYV, 2014). Nessa linha de atuagao, por exemplo, varios tipos de
microrganismos vém sendo extensivamente explorados (DUJARDIN et al., 2003;

MARTIN et al., 2014; FONTES et al., 2014; ZHU et al., 2016).

Com relagao aos materiais nao-bioldgicos, nanoparticulas metalicas (LI, 2003;
BERRY; SARAF, 2005; BIGALL et al., 2008; SABAH et al., 2012; SABAH et al., 2013;
SHARMA; SRIVASTAVA, 2013; FONTES et al., 2014), quantum-dots (MEI et al., 2014;
RISPAIL et al., 2014), 6xidos de metais de transi¢ao (LI et al., 2012; LIU et al., 2012, YU
et al., 2013; HWANG et al., 2014; XU et al., 2014; LI et al., 2015) e polimeros (WANG et
al., 2015) tém sido largamente utilizados para funcionalizacao de microrganismos e

formacgao de materiais biohibridos.

Dentre os microrganismos empregados como biotemplates e componente
bioldgico passivel de funcionalizagao, os fungos ganham um notavel destaque, em
virtude de uma série de fatores tais como disponibilidade dos mesmos na regiao, custo
baixo, morfologia microtubular de tamanho uniforme, facilidade de cultivo em uma
ampla faixa de temperatura e pH (INGOLD ; HUDSON, 1993), e a existéncia de

infraestrutura de trabalho adequada para a manipulacao dos mesmos.
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Assim, o presente trabalho discutird a sintese e caracterizagao de materiais
biohibridos e biomiméticos, utilizando fungos filamentosos como o componente
bioldgico e como biotemplates, respectivamente. A abordagem desenvolvida no
Capitulo 1 envolve a funcionalizagao de fungos filamentosos com materiais chamados
de redes metal-organicas (MOFs). Nesse capitulo, serao apresentadas as caracteristicas
gerais das MOFs, bem como, sua obtengao e propriedades fisico-quimicas, com
destaque para as redes MOFs formadas a partir do dcido melitico e de cations metalicos
de térbio e eurdpio. Ainda, no Capitulo 1, serd apresentado uma ideia geral de como a
funcionalizacdo ocorre em microrganismos e como essa estratégia possibilita gerar
materiais biohibridos com propriedades semelhantes a de microrganismos
encontrados na natureza. Em seguida, na parte de resultados e discussao, sera visto
como os biohibridos preparados no presente trabalho possuem propriedades
luminescentes e como particulas das MOFs internalizam na regiao intracelular dos
fungos durante o desenvolvimento do microrganismo. A evidéncia da internalizacao
de MOFs na célula fangica traz, como perspectiva, investigacdes na area de

tratamentos de fungos infecciosos.

Ja o Capitulo 2 discorre sobre a transformagdo quimica do diéxido de titanio
integrado na parede celular de fungos. Nesse capitulo serdo discutidas as
propriedades de oxidos de metais de transi¢do nanoestruturados, ressaltando os
titanatos nanoestruturados. Além disso, serd apresentado como 6xido de titanio é
transformado em titanatos nanoestruturados. A motivacao dessa parte da pesquisa
surge de indagacgOes sobre o que ocorre quando 6xido de titanio embebido na parede
celular de fungos é submetido ao mesmo tratamento quimico empregado para obter
titanatos nanoestruturados. Assim, sera detalhado como os biohibridos de fungo-TiO:
originam titanatos nanoestruturados biomiméticos e como a parede celular fingica
influéncia na mudanga da morfologia dos titanatos nanoestruturados produzidos

quando um dos parametros da sintese € alterado.
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CAPITULO 1

2 ESTRUTURAS METAL-ORGANICAS E  BIOHIBRIDOS
LUMINESCETES

21 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1.1 Redes Metal-Organicas

Dentro da gama de materiais avancados, as redes metal-organicas (metal organic
frameworks (MOFs), em inglés) vém atraindo consideravel aten¢ao devido as diferentes
configuragdes de materiais com estrutura cristalina porosa permanente ou ajustavel
que podem ser obtidas (ROWSELL; YAGHI, 2004; FEREY, 2008), possibilitando
diferentes aplicagOes industriais (CZAJA et al., 2009; GANGU et al., 2016; GIMENEZ-
MARQUES et al., 2016). As MOFs sao materiais constituidos por uma extensa rede de
centros metdlicos (componente inorganico) coordenados a moléculas organicas
multidentadas (ROWSELL; YAGHI, 2004, DANTAS et al., 2014). As combinagdes
quase infinitas dos componentes inorganicos e organicos possibilitam a producao de
diversos tipos de MOFs com diferentes propriedades dependentes das composicao da
unidades inorganicas e organicas (FEREY et al., 2004; MELLOT-DRAZNIEKS et al.,
2004, ROWSELL; YAGHI, 2004). A organizacao dos componentes organicos e
inorganicos contribuem para que as MOFs apresentem estruturas geométricas bem
definidas com elevada area superficial e com tamanho de poros correspondente a faixa
de micro e mesoporos (ROWSELL; YAGHI, 2004; ZHOU et al., 2012).

Os estudos das redes metal-organicas, também chamadas de redes de
coordenacao hibridas, tétm como marco inicial a sintese de um polimero de
coordenagao produzidos por Hoskin e Robson em 1989 (HOSKINS; ROBSON, 1989).

Desde entao, mais de 10 000 diferentes tipos de MOFs foram produzidas (YAGHI et
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al., 2003; KASKEL, 2016). As MOFs sao materiais obtidos a partir de sintese reticular
de substancias organicas (bases de Lewis) e inorganicas (dcido de Lewis), que
interagem fortemente um com o outro através de ligacdoes coordenadas metal-ligante
para formar solidos estendidos (YAGHI et al., 2003; ROBIN; FROMM, 2006; FEREY,
2008; COOK et al., 2013) com arranjos supramoleculares que podem ter uma (1D), duas

(2D) ou trés (3D) dimensoes (ver Figura 2.1.1) (CHEETHAM et al., 2006).

1D

© ion Metilico

Figura 2.1.1 - Representa¢do esquematica da formacao de redes metal-organicas com 1, duas e 3
dimensoes. Fonte: DA LUZ, 2018.

Os componentes inorganicos sao cations ou aglomerados metalicos (YAGHI et
al., 2003; ROBIN; FROMM, 2006; FEREY, 2008; COOK et al., 2013). Segundo Frérey
(2008), quase todos os metais descritos na tabela periddica, que apresentem cations di,
tri ou tetravalentes, podem ser utilizados no preparo das MOFs. J4 o constituinte
organico sao moléculas que contém, na sua estrutura, &tomos doadores de elevada
densidade de carga como oxigénio e/ou nitrogénio (YAGHI et al., 2003; FEREY, 2008;

COOK et al., 2013). A Figura 2.1.2 apresenta varios exemplos de ligantes organicos.
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Figura 2.1.2 - Exemplos de componentes organicos utilizados na sintese de MOFs.
Fonte: FURUKAWA et al., 2013.

A organizacao estrutural das MOFs pode ser facilmente compreendida a partir
da interagao de blocos construtores inorganicos e organicos, chamados de unidades de
construgao secundarias (SUBs — secondary unity builindings, em inglés) (ROWSELL;
YAGHI, 2004; FEREY, 2008). A ideia de unidades de constru¢ao secundarias como
bloco de construcao de sdlidos estendidos ¢ derivada dos estudos de materiais
zeoliticos (SMITH, 1988). As SBUs inorganicas sao definidas como agregados
inorganicos contendo dois ou mais atomos metéalicos (TRANCHEMONTAGNE et al.,
2009; O'KEEFFE; YAGHI, 2012). J& as SBUs organicas sao ligantes organicos
multidentados que ligam dois ou mais blocos de construc¢ao secundario inorganico.
Uma forma de representar as SUBs e os ligantes é utilizando figuras geométricas
simples (poligonos e poliedros) (YAGHI et al., 2003). A Figura 2.1.3 mostra exemplos
de unidades secundarias de construcao inorganicas e organicas e suas representagoes
geométricas. A forma das SUBs inorganicas depende dos pontos de extensao, os quais
permitem a ligacdo com o componente organico (O'KEEFFE; YAGHI, 2012). Por

exemplo, como pode ser visto na Figura 2.1.3(a), a forma triangular dessa SUBs é
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devido a presenca de trés pontos de extensao. Tal raciocinio € estendido para os outros
blocos inorganicos. Da mesma forma, as SUBs organicas podem ser classificadas como
di (Figura 2.1.3(f)), tri (Figura 2.1.3(g)), tetra (Figura 2.1.3(h)) ou politopicos a depender

dos pontos de extensao dessas unidades.

Unidades Inorganicas SUBs Unidades Organicas SUBs

f }H{:}.{ —

Figura 2.1.3 — Exemplos de unidades de construcao secundarias. As esferas de cor preta, vermelha,
verde representam os atomos de carbono, oxigénio e nitrogénio, respectivamente. Os poliedros de
cor azul indicam as unidades inorganicas de metais ligados a atomos de oxigénio.

Fonte: YAGHI et al., 2003.

As SUBs inorganicas sao consideradas blocos rigidos, enquanto os ligantes
organicos podem apresentar estruturas flexiveis e rigidas (como pdde ser visto na
Figura 2.3) (EDDAOUDI et al., 2001). Essa versatilidade da unidade organica propicia
modificagdes na topologia das MOFs, ou seja, no arranjo geométrico de uma rede
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levando em considerac¢do os nos (ion ou aglomerado metalico) e as linhas de conexao
(os ligantes) (EDDAOUDI et al., 2001; FEREY, 2008). Por exemplo, quando os ligantes
organicos alifaticos sao utilizados, por serem mais flexiveis levam a formacao de MOFs
mais densas, enquanto que os ligantes mais rigidos produzem MOFs com topologias
mais abertas e robustas (EDDAOUDI et al., 2001). Além das espécies inorganicas e
organicas, moléculas do solvente e contra-ions também podem fazer parte da
constitui¢do das redes metal-organica (EDDAOUDI et al., 2001, ROBIN; FROMM,
2006). A Figura 2.1.4 mostra a obtencao da MOEF-5 a partir da interacao dos blocos
construtores inorganicos e organicos com sua representacao topologica (EDDAOUDI

et al., 2001).

Unidade
Inorganica SUBs

&4

Zn,0(CO,),

COOH
X
= e °

OOH

Unidade
Organica
a)

X=H (@).Br (@), NHz (©), NO2 (@). CsHs (@), (CH3)2 (@). (OC3Hs)2 (@), (OC7H7)2 (L)

Figura 2.1.4 - Combinacao ente ZniO(CO2)s SBU e ligante acido 1,4-benzendicarboxilico com
diferente substituicdes para formar a MTV-MOEF-5. (a) SUBs, (b) representagio molecular e (c)
topologica em duas dimensdes. Adaptado da referéncia (FURUKAWA et al., 2013).

De uma maneira geral, a sintese das MOFs é relativamente simples e envolve a
mistura dos reagentes em solucao (STOCK; BISWAS, 2012). As reacdes geralmente
ocorrem em temperaturas abaixo de 250 °C (FEREY, 2008; DANTAS et al., 2014). Varios
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métodos sao empregados, incluindo os convencionais hidro e solvotermais,
juntamente com novas rotas como eletroquimicas, mecanico-quimica e mediadas por
micro-ondas e por ondas ultrassonicas (STOCK; BISWAS, 2012; ZHOU et al., 2012).

Figura 2.1.5 apresenta as rotas mais utilizadas na sintese de redes metal-organicas.

(a)

MOF
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il 74|17
Aquecimento | | V/ Aquecimento/vacuo I"ly‘
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TAYAA'AY Aenetmeriois + - A
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Figura 2.1.5 - Diferentes métodos de preparacio de MOFs. (a) Método hidro ou solvotermal, (b)
método mediado por micro-ondas, (c) método sonoquimico, (d) método eletroquimico e (e) método
mecanico-quimico. Adaptado referéncia (LEE et al., 2013).

Os métodos via micro-ondas, ultrassom, eletroquimico e mecanico-quimico
permitem uma reducdo significativa de tempo sintese e do tamanho dos sdlidos
quando comparados com os métodos hidro e solvotérmicos. Com o uso de micro-
ondas e ultrassom, o rapido aquecimento se distribui de maneira homogénea por todo
sistema e proporciona uma maior taxa de nuclea¢ao, diminuindo o tempo de
cristalizacao das MOFs (STOCK; BISWAS, 2012; KHAN; JHUNG, 2015). Da mesma
forma, o método eletroquimico também permite o controle da nucleacao (STOCK;
BISWAS, 2012; LEE et al., 2013). Ja o método mecanico-quimico o solvente pode ser ou

nao utilizado e as reagdes solido-solido sao promovidas através de choques mecanicos
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(com temperaturas que alcangando valores maiores que 1000 °C em periodos de tempo
na faixa de 10* a 103 s) entre as particulas dos reagentes (STOCK; BISWAS, 2012; LEE
et al., 2013). Além dos métodos citados, outras abordagens como sistema de injegao em
fluxo e conversao de gel-seco também vém sendo desenvolvidas para produgao de

MOFs de interesse industrial e comercial (LEE et al., 2013).

Diante do extenso grupo de redes metal-organicas que vem sendo estudado, o
presente trabalho de tese tem um particular interesse pelas MOFs contendo ions de
metais lantanideos em sua composigao. Mais detalhes sobre esse tipo de material sera

visto a seguir.

2.1.2 Redes Metal-Organicas de Lantanideos — Ln-MOFs

As MOFs constituidas por ions metdlicos do grupo dos lantanideos (Ln-MOFs)
tém recebido considerdvel atencao em virtude de uma série de propriedades oriundas
da configuracdo eletronica intrinseca desses metais, atrelada a estrutura porosa das
redes metal-organica (ELISEEVA; BUNZLI, 2010; CUI, et al., 2012a). Os lantanideos
apresentam o subnivel 4f e podem formar ions com diferentes estados de oxidagao (2+,
3+ e 4+), sendo Ln* o mais estavel (COTTON, 2013). Essas caracteristicas permitem
que os lantanidios apresentem uma variedade de niveis eletronicos de energia bem
definidos (COTTON, 2013). Associado a isso, transi¢des do tipo 4f-4f dos ions Ln*,
consideravelmente blindadas pelos subniveis 5s e 5p, fazem com que esses ions
apresentem propriedades luminescentes, quando excitados com radiagao ultravioleta,
emitindo radia¢des que variam desde a regido do visivel até o infravermelho préximo
do espectro eletromagnético (BINNEMANS, 2009; ELISEEVA; BUNZLI 2010; CUI et
al., 2012).

Os ions lantanideos possuem um grande deslocamento Stokes e emissdes de

cores relativamente puras (ELISEEVA; BUNZLI, 2010; CUI et al., 2012a). Por exemplo,
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o térbio (Tb*) é verde, o eurdpio (Eu®) é vermelho, o samadrio (Sm*) é laranja e o talio
(Tm?%) é azul (BINNEMANS, 2009; CUI et al., 2012a). Por outro lado, o itérbio (Yb%"), o
neodimio (Nd*) e érbio (Y*) emitem radiacdo na regiao do infravermelho préximo
(ELISEEVA; BUNZLI, 2010; CUI et al., 2012a). No entanto, a luminescéncia desses ions
é relativamente fraca em virtude de transic¢oes f-f proibidas (ALLENDOREF et al., 2009;
MOORE et al., 2009; CUI et al., 2012a). Para contornar essa situagao, se faz necessario
interagir os ions Ln* com espécies quimicas que participem de processos de
transferéncia de energia (ALLENDOREF et al., 2009, MOORE et al., 2009; CUI et al.,
2012a). Esse papel é executado pelos ligantes organicos que interagem com ions Ln®
para formar as redes metal-organicas (ALLENDOREF et al., 2009; MOORE et al., 2009;
CUlI et al., 2012a).

Como ja foi falado, as MOFs sao formadas por unidades organicas e inorganicas
gerando uma estrutura cristalina com geometria bem definida. Nesse caso, tanto a
unidade inorganica quanto o ligante organico podem gerar luminescéncia (CUI et al.,
2012a; CHENG, 2015). Da mesma maneira, a interacao dos componentes organico e
inorganico pode resultar em transferéncia de energia entre eles, melhorando o tempo
de vida, rendimento quantico da radiacdo emitida e aumentando a largura do
deslocamento Stokes (MOORE et al., 2009; CUI et al., 2012a). Além disso, com a
presenca de poros permanentes, as Ln-MOFs sdao capazes de absorver e imobilizar
espécies quimicas proximas dos centros luminescentes, o que também pode provocar
alteragoes no deslocamento dos comprimentos de onda e/ou mudangas significativas
na intensidade da radiacao emitida (MOORE et al., 2009; CUI et al., 2012a). Essas
propriedades sao chamadas de luminescéncia colaborativa (MOORE et al., 2009; CUI
et al., 2012a). A superficie das MOFs ainda podem ser funcionalizadas o que contribui
para controlar o comportamento Optico desses materiais (ALLENDOREF et al., 2009;

MOORE et al., 2009; CUI et al., 2012a).

Dentro do grupo dos metais lantanideos, o presente trabalho de tese tem

interesse pelas MOFs luminescentes constituida pelos ions eurdpio e térbio
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coordenados ao ligante acido melitico. O acido melitico € composto por um anel
benzénico e seis grupos carboxilatos (ver Figura 2.1.6) (CHUI et al., 2001). Esse tipo de
ligante leva a formacao de solidos estendidos 3D com estruturas rigidas com elevada
estabilidade térmica (CHUI et al., 2001). A presenga dos grupos carboxilatos possibilita
diferentes modos de coordenagao (ver Figura 2.1.6) que dependem das condic¢des de
sintese, como por exemplo, pH e temperatura (CHUI et al., 2001; JANICKI et al., 2017).
O pKas para a desprotonacgao dos seis grupos carboxilicos sao 6,96 (1); 5,89(2); 4,78(3);
3,31(4); 2,19(5); 1,40(6) (MAXWELL; PARTINGTON, 1937, CERAR; PODLIPNIK,
2008). A espécie mais comumente encontrada, em sistemas metal-organicos, € a espécie

totalmente desprotonada (C12012%) (CHUI et al., 2001).

Acido melitico b
HO. _O |
O Ln - i o
O— R “//Ho ’_..Ln
HO OH 0, A =L
HO OH § ! ]
o n
O o I |
07 “OH

Figura 2.1.6 - Acido melitico e anion melitato exibindo modos de coordenacio observados em
compostos metal-melitato. Adaptado da referéncia (CHUI et al., 2001).

Os mecanismos de luminescéncia comumente observado nas Ln-MOFs sao
descritos na Figura 2.1.7. Como foi comentado, o ligante pode ser o centro absorvedor
ou emissor de radiacao. Quando o ligante absorve radiacao, com energia apropriada,

ocorre uma transicao eletronica do estado fundamental (So) para o estado excitado (51).
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A partir dai, uma série de eventos fotofisicos podem ser observados: emissao de
radiacdo, pelo ligante, devido a transi¢ao eletrOnica entre estados singletos (S51->S);
transferéncia de energia nao radioativa, no ligante, para um estado tripleto de menor
energia (S1>T1), seguida de uma emissao de radiacdo em virtude da transi¢dao
eletronica (T1->So); transferéncia de energia do ligante para o ion lantanideo ((So->Ln*")
ou (Ti=> Ln*)), seguida de emissdao de radiacdo pelo ion metdlico (4f->4f). A
transferéncia de carga do ligante para o cation metdlico ¢ normalmente chamada de
efeito antena (ALLENDORE et al., 2009; MOORE et al., 2009; CUI et al., 2012a). Eu-MOF
apresenta bandas de emissao bem estreitas (*Do — "F;y (J =0, 1, 2, 3, 4, 5 e 6), exibindo
cor vermelha. J& Tb-MOF emite radiacao cor verde e possui as seguintes transigoes

eletronicas °Ds — "Fy (J =0, 1, 2, 3, e 4). Essas transi¢oes sao indicadas na Figura 2.1.7(b).
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Figura 2.1.7 - Diagrama de Jablonski da representacio esquematica de processos fotofisicos
observados (a) nas redes metal-organicas ions lantanideos e (b) as transi¢des observadas na emissdes
de MOFs de eurdpio e térbio. Adaptado da referéncia (BINNEMANS, 2009).

Com essas caracteristicas, as Ln-MOFs luminescentes apresentam uma ampla
gama de aplica¢oes que vai desde (bio)sensores fluorescentes (ELISEEVA E BUNZLI,
2010; XU et al., 2016; ZHANG et al., 2018), dispositivos emissores de luz (DA LUZ et
al., 2014; TANG et al., 2014), termOmetros luminescentes (CUI et al., 2012b), tintas
luminescentes (DA LUZ et al., 2015) até imagens biomédicas (GUO et al., 2010, ZHOU
et al., 2012; DANTAS et al., 2014). A aplicacao das Ln-MOFs em imagens biomédicas
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ocorre porque os grupos funcionais dos ligantes organicos podem interagir com
sistemas bioldgicos (CUI et al., 2012a). Tal fato abre um campo de possibilidades de
interagir as MOFs com materiais bioldgicos, como por exemplo, microrganismos,
viabilizando a produgao de materiais biohibridos. Esse tipo de sistema sera discutido

logo adiante.

2.1.3 Materiais Biohibridos

Os materiais biohibridos sao constituidos pela jungao de materiais bioldgicos e
materiais nao-bioldgicos (GAO; MARUYAMA, 2014). Essa combinagdao tem por
objetivo a obten¢ao de um material multifuncional com contribuig¢des significativas de
ambos os componentes (FAKHRULLIN; LVOV, 2012; MATHAPA; PAUNOV, 2014).
Quando o componente bioldgico é um organismo ou uma célula viva, esses materiais
biohibridos sao chamados de células ciborgs (FAKHRULLIN e LVOV, 2012;
MATHAPA e PAUNOV, 2014). Nas células ciborgs, o material bioldgico adquire as
propriedades fisico-quimicas dos componentes nao-bioldgicos que o recobre,
enquanto que, os materiais nao-bioldgicos podem ou nao fazer parte das funcdes
bioldgicas das células vivas (FAKHRULLIN; LVOV, 2012, MATHAPA; PAUNOYV,
2014). Outra questao fundamental na intera¢do entre os componentes bioldgicos e nao-
bioldgicos € que os materiais ndo-bioldgicos ao recobrirem as entidades bioldgicas
podem funcionar como uma carapaga que atua na prote¢ao da célula bioldgica (KROL

et al., 2003).

Muitos materiais bioldgicos vém sendo utilizados para a produgao de sistemas
biohibridos, com um pronunciado destaque para aqueles em que microrganismos sao

empregados (FAKHRULLIN; LVOV, 2012, MATHAPA; PAUNOV, 2014).
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Microrganismos como virus, bactérias, fungos e algas apresentam um leque
extraordindrio de arquiteturas naturalmente hierarquizadas com diferentes formas e
tamanhos (SOTIROPOULQU et al., 2008). Essas caracteristicas estruturais permitem o
controle espacial da montagem de nanoparticulas (inorganica ou organica) sobre a

matriz organica da entidade bioldgica (FLYNN et al., 2003; FAKHRULLIN et al., 2012).

A uniao entre os componentes biologicos e nao-bioldgicos se da através de
interagOes entre os grupos funcionais localizados na superficie dos microrganismos e
das particulas a serem depositadas (FLYNN et al., 2003; FAKHRULLIN et al., 2012). A
depender da carga e da estabilidade das entidades bioldgicas e nao-bioldgicas, etapas
de pré-tratamento de um ou de ambos os constituintes podem ser requeridas para
viabilizar a interagao entre esses componentes (FLYNN et al., 2003; FAKHRULLIN et
al., 2012).

Vdrios tipos de nanoparticulas, como nanoparticulas metalicas (ouro, prata,
platina, paladio) (DUJARDIN et al., 2003), quantum-dots (RISPAIL et al., 2014),
nanomateriais a base de carbono (nanotubos de carbono, grafeno) (ZHU et al., 2016),
polimeros condutores nanoestruturados (nanofios de polianilina) (WANG et al., 2015),
oxidos nanoestruturados (nanotubos de titanato, oxido de ferro) (MARTIN et al., 2014;
XU et al., 2014; DING et al., 2015), rede metal organicas (JI et al., 2018), entre outros, tém
sido empregados como material nao bioldgico para a obtencdo de materiais
biohibridos. Alguns exemplos de materiais biohibridos podem ser vistos na Figura
2.1.9. Na Figura 2.1.9(a) Dujardin e colaboradores (2003) prepararam um biohibrido a
base do virus do mosaico do tabaco recoberto com nanoparticulas de ouro. Jad na Figura
2.19(b), o grupo de Martin (2014), inspirado pela bactéria magnetotatica,
funcionalizou a bactéria Lactobacillus fermentum com nanoparticulas de magnetita para
produzir um biohibrido com propriedades magnéticas. Por outro lado, a Figura 2.1.9
(c) exibe imagens de esferas fungicas decoradas com nanoparticulas de ouro e de

magnetita utilizadas em rea¢oes de decomposicao catalitica (ZHU et al., 2016).
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Figura 2.1.8 - Exemplos de materiais biohibridos (a) virus do mosaico do tabaco recoberto
com nanoparticulas de ouro (Fonte: DUJARDIN et al., 2003) , (b) bactéria Lactobacillus
fermentum recoberta com nanoparticulas de magnetita (Fonte: MARTIN et al., 2014) e (c)
esferas fungicas decoradas com nanoparticulas de ouro e de magnetita empregadas em
reacoes de decomposicao catalitica (Fonte: ZHU et al., 2016).

A funcionalizagao de microrganismos com diferentes materiais nao-bioldgicos
traz como umas das principais vantagens a possibilidade de gerar biohibridos com
propriedades semelhantes & de microrganismos naturais. Como citado acima,
bactérias que ndo apresentam propriedades magnéticas podem, através da deposicao
de nanoparticulas magnéticas, exibirem propriedades magnéticas (MARTIN et al.,
2014). Outro exemplo, explorado pelo grupo de Kornienko e colaboradores (2016) é o
de tornar bactérias, que normalmente nao sao fotossintetizantes, em fotossintetizantes
a partir da deposi¢ao nanoparticulas. Nesse caso, as nanoparticulas absorvem radia¢ao

solar que ¢ utilizada para transformar agua e CO», via metabolismo microbiano, em
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produtos de valor agregado como, por exemplo, acidos organicos (KORNIENKO et al.,
2016) ou combustivel como metano (NICHOLS et al., 2015).

A producao de materiais biohibridos empregando MOFs é uma realidade ainda
pouco explorada. No momento, o tinico trabalho publicado que segue essa linha é o
do grupo de Ji e colaboradores (2018). Eles produziram um biohibrido constituido pela
bactéria  anaerobica  Morella  thermoacetica ~ recoberta ~com a  MOF
[Z1604(OH)4(BTB)2(OH)s(H20)s, em que BTB € o 1,3,5-tribenzoato (JI et al., 2018). Como
a bactéria é anaerdbica, as MOFs atuam como um involucro catalitico que protege a
célula microbiana da decomposicao de produtos nocivos contendo oxigénio reativo
gerados pelo proprio metabolismo celular (JI et al., 2018). Além disso, o biohibrido
também atua como um sistema fotossintético artificial, transformando CO:2 em acetato
sob stress oxidativo (JI et al., 2018). Embora varios trabalhos estejam interagindo Ln-
MOFs com células vivas, por exemplo, na drea de bioimagem, até 0 momento nao se
tem nenhum relato da produgdao de materiais biohibridos composto de
microrganismos e Ln-MOFs. Tal fato abre um horizonte de estudos a ser explorado,
principalmente em virtude da passibilidade de melhorar e direcionar alguns tipos de

processos bioquimicos mediados pelos microrganismos.

Dos microrganismos citados mais acima, a presente Tese tem um interesse
particular pelos fungos filamentosos. Os motivos da especial atencdo aos fungos
filamentosos, como componente bioldgico na produgao de materiais biohibridos, estao
associados ao grande niimero de espécies de fungos (filamentosos e nao-filamentosos)
existentes, a facilidade de manipulagao desses seres vivos e ao tipo de crescimento das
unidades basicas que compdem os fungos filamentosos. Por outro lado, o processo de
deposicao de redes metal-organicas luminescentes, na parede celular dos fungos
filamentosos, deve viabilizar a conversao de fungos filamentosos nao-luminescentes
em luminescentes. Para se ter uma ideia, dentro das 120.000 mil espécies de fungos
conhecidos, somente 71 espécies sao luminescentes. Assim, a conversao de fungos em

nao-luminescentes em luminescentes, devido a integracao de L-MOFs, pode conferir
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aos fungos filamentosos funcionalidades adicionais além daquelas normalmente
observadas para esses microrganismos. Assim, mais detalhes das caracteristicas dos

fungos filamentosos serdo vistos logo a seguir.

2.1.4 Fungos Filamentosos

Os fungos sao “velhos” conhecidos dos seres humanos em fungao da
importancia na producao de alguns alimentos e da biotecnologia que proporciona
prospeccao de varios medicamentos (MOORE et al.,, 2011). Esses microrganismos
compdem um grande grupo organizados no reino Fungi (BORKOVICH; EBBOLE,
2010; MOORE, 2013). Eles sdao seres vivos eucariontes, quimio-heterotrdficos que
obtém seus nutrientes por digestao extracelular (WEBSTER; WEBER, 2007;
BORKOVICH; EBBOLE, 2010; MOORE, 2013). Os fungos sao cosmopolitas, como
afirma Webster e Weber (2007), podendo ser encontrados em diversos ambientes como
no solo, no ar e na dgua (mares, rios e lagos) (WEBSTER; WEBER, 2007; MOORE, 2013).
Recentemente, Hawksworth e Luchking (2017) estimaram a existéncia de 2,2 a 3,8
milhdes de espécies de fungos (filamentosos e nao-filamentoso). Desses niimeros sao
conhecidos aproximadamente 120.000 mil espécies (HAWKSWORTH; LUCKING,
2017). Sendo assim, existe um leque gigantesco de possibilidades de producao de

materiais biohibridos utilizando os fungos filamentosos como matriz bioldgica.

Os fungos filamentosos sdao constituidos de estruturas tubulares ou filamentos
ramificados com a ponta levemente afinada (WEBSTER; WEBER, 2007; MOORE, 2013;
RIQUELME, 2013). Cada filamento individual é chamado de hifa e o conjunto das
mesmas é denominado de micélio (WEBSTER; WEBER, 2007; MOORE, 2013). A Figura
2.1.9(a) mostra a representa¢ao esquematica de um micélio. As hifas geralmente sao
uniformes nos diferentes grupos taxonéomicos (WEBSTER; WEBER, 2007). Elas podem
ser septadas ou nao-septadas, como apontado na Figura 2.1.9(b) e Figura 2.1.9(c),

respectivamente (WEBSTER; WEBER, 2007). Os septos isolam uma regidao da hifa de
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outra regiao (WEBSTER; WEBER, 2007). Contudo, esse isolamento nao é completo ja
que os septos possuem poros que permitem a troca de citoplasma ou organelas entre
as regioes separadas (WEBSTER; WEBER, 2007). As hifas no corpo micelar sao
classificadas como vegetativas (responsaveis pela captacdo de nutrientes) e
reprodutivas ou aérea (contendo os esporos reprodutivos) (WEBSTER; WEBER, 2007;
CORADIN et al., 2011), como indicada na Figura 2.1.9.
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Figura 2.1.9 — Representacio esquematica do (a) micélio fungico, b) e c¢) de hifas septadas e nao-
septadas, respectivamente. Adaptada das referéncias (CASE, 2009; CORADIN et al., 2011).

Como ja foi comentado, na confec¢ao de materiais biohibridos a parte biologica
empresta sua morfologia para a organizagao estrutural do material final. Dessa forma,
como o componente bioldgico em questdao sdao fungos filamentosos, e o biohibrido
apresentard a morfologia microtubular do micélio fungico, se faz necessario o
entendimento da maneira pela qual as hifas sao formadas. Todo o processo de
formacao das hifas pode ser acompanhado avaliando como se da a reprodugao desses

microrganismaos.

De uma maneira geral, os fungos filamentosos, exibem reproducao assexuada e
sexuada (INGOLD; HUDSON, 1993; WEBSTER; WEBER, 2007, BORKOVICH;

EBBOLE, 2010). Nos dois processos, o desenvolvimento do fungo ocorre a partir da
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germinacao de esporos. A Figura 2.1.10 indica as etapas envolvidas nos dois tipos de
reproducao. Na reproducao sexuada até o processo de germinacao propriamente dito,
varias etapas preliminares ocorrerem, como mostrado na Figura 2.1.10. A reproducao
assexuada ¢ bastante utilizada em laboratério, uma vez que, um pequeno fragmento
do micélio fungico, contendo nucleo, pode dar origem a um novo organismo. Nesse
tipo de reproducado, o crescimento ocorre por alongamento de forma radial das
extremidades do fragmento (MOMANY, 2002; BIZUKOJC; LEDAKOWICZ, 2006;
MOORE, 2013).

Esporangiosporos
@ Os esporos s@o

liberados do Esporangio

esporangio. 0 Os esporos germinam A o i
para produzir as hifas. o pm:juzagrea / Esporangiéforo
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o O zigoto produz vegetativo
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Figura 2.1.10 - Representacao esquematica mostrando de uma forma geral a reproducao sexuada e
assexuada de fungos. Adaptado da referéncia (CASE, 2009).

O esporo do fungo d4 o ponto de partida para o desenvolvimento das hifas e
consequentemente do corpo micelar. Todo o desenvolvimento do fungo ocorre
quando o esporo é colocado em um ambiente com condi¢des favoraveis (dgua,
nutrientes, temperatura, pH e oxigénio) para o crescimento do microrganismo
(ALLEN, 1965; GERVAIS et al., 1988; CASE, 2009; MOORE et al., 2011). Para se ter uma
ideia, os fungos possuem uma versatilidade incomum. Eles podem crescer em uma
ampla faixa de temperatura (0-50 °C) e pH (2-9) INGOLD; HUDSON, 1993). Assim, o
processo de desenvolvimento do fungo inicia com germinacdo dos esporos. A

germinacao € dividida em trés partes: turgéncia ou inchago do esporo, surgimento e
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crescimento apical polarizado do tubo germinativo (ALLEN, 1965; INGOLD;
HUDSON, 1993; LEW, 2011).

De maneira bem simples, na etapa de turgéncia, o esporo absorve agua e
nutrientes aumentando o seu diametro (expansao isotropica) MOMANY, 2002; LEW,
2011). Concomitante a absorcdo, o esporo produz internamente substancias que
romperao a membrana celular e que formardao uma nova membrana plasmatica e uma
nova parede celular. Logo depois, ocorre o estabelecimento e manutencao de uma
expansao polarizada que dara origem ao tubo germinativo (ALLEN, 1965, MOMANY,
2002).

Na etapa de expansao polarizada todos as substancias precursoras, bem como
as enzimas necessdrias para formar novas membranas plasmaticas e parede celular,
sao redirecionadas para a ponta do tubo emergente (ALLEN, 1965; MOMANY, 2002).
O crescimento polarizado, sempre ocorrendo a partir da parte apical do tubo
germinativo, viabiliza o aumento do comprimento do tubo germinativo (ALLEN, 1965;
MOMANY, 2002). Logo depois, é iniciada a ramificagdao a partir da escolha de um
ponto do tubo ja desenvolvido em que substancias sdo direcionadas para estabelecer e
manter o regime de crescimento apical polarizado (ALLEN, 1965; PAUL et al., 1993;
LEW, 2011). As hifas desenvolvidas podem apresentar diametros que variam de entre
1 e 30 um ou até maiores, a depender da espécie de fungo (KAVANAGH, 2017). Além
disso, o comprimento da hifas pode ocorre de forma ilimitada desde que exista um
controle adequado das condi¢des do desenvolvimento do fungo (MOMANY, 2002;
RIQUELME, 2013). Todo processo descrito pode ser acompanhado na Figura 2.1.11(a).
Nesse sentido, varios autores tém buscado propor modelos cinéticos para acompanhar
o crescimento dos fungos (Figura 2.1.11(b)) (PAZOUKI; PANDA, 2000; ALLEN, 1965;
GERVAIS et al., 1988; INGOLD; HUDSON, 1993; OSHEROV; MAY, 2001; BIZUKOJC;
LEDAKOWICZ, 2006; LEW, 2011; MOORE et al., 2011).

Além da morfologia dos microrganismos, outra parte de interesse fundamental

para a producao de biohibridos é a parede celular do fungo. Ela é formada durante o
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crescimento das hifas e em virtude da presenga de varios grupos funcionais -SH, -OH,
-COOH, -NH: e espécies desprotonadas RCOO-permitem, através de mecanismos de
bioadsor¢ao, a uniao dos componentes bioldgicos e nao-bioldgico (GADD, 2009).
Varios tipos de interacdo podem viabilizar a interagao do fungo com a parte nao-
biologica como interagdes de van der Waals, ligacdes de hidrogénio e complexagao
(GADD, 2009). Assim, é necessario compreender a composi¢ao e organizagao dos

principais constituintes da parede celular fungica.
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Figura 2.1.11 - Etapas da germinacdo em fungos filamentosos. (a) Etapas de expansao isotropica e
polarizada durante o desenvolvimento das hifas. (b) grafico mostrando o surgimento das hifas em

funcdo do tempo. Adaptado de BIZUKOJC; LEDAKOWICZ, 2006; STEINBERG et al., 2017.

A parede celular do fungo apresenta diversas fungdes que permitem a interagao
do fungo com a sua vizinhanca. FEla oferece protecao contra as agoes de enzimas e
outros compostos nocivos ao microrganismo (BOWMAN; FREE, 2006; MOORE et al.,
2011; RUIZ-HERRERA, 2012); fornece ao fungo suporte estrutural que resiste as
mudangas de pressdao hidrostatica estabelecidas pelo meio ambiente (BOWMAN;]
FREE, 2006; RUIZ-HERRERA, 2012); acumula enzimas que atuam na quebra de
diferentes compostos impermedveis, tais como polissacarideos e proteinas
(BOWMAN; FREE, 2006; RUIZ-HERRERA, 2012); e estd associada a fisiologia do
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fungo, mediando a entrada de nutrientes e saida de enzimas e metabdlitos
(BOWMAN; FREE, 2006, RUIZ-HERRERA, 2012). Outra caracteristica observada é
atuacdo da parede celular como um centro de sinalizagao. Ela transmite informagdes
ao nucleo da célula viabilizando a sintese de substancia especificas, envolvidas na taxa
de crescimento do microrganismo e em outras reagdes caracteristicas como respostas
aos diferentes estimulos provocados pelo ambiente (BOWMAN; FREE, 2006; RUIZ-

HERRERA, 2012).

A composicao quimica da parede celular dos fungos, de uma forma geral, exibe
um design universal basico constituido de polissacarideos, glicoproteinas, proteinas e
outros componentes em menores propor¢des como pigmentos e sais inorganicos,
formando uma multicamada complexa (BOWMAN; FREE, 2006; WEBSTER; WEBER,
2007; RUIZ-HERRERA, 2012). A Figura 2.1.12 apresenta a estrutura da parede celular
tipica de fungos filamentosos. Os principais polissacarideos constituintes da parede

celular sao glucana e quitina (BOWMAN; FREE, 2006).
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Figura 2.1.12 - Disposicao esquematica da estrutura da parede celular de fungos filamentosos.
Adaptado da referéncia (BOWMAN; FREE, 2006).

As camadas de glucana, quitina juntamente com proteinas estao interligadas

através de ligacdes cruzadas estabelecidas por oligossacarideos contendo atomos de
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nitrogénio e oxigénio (BOWMAN; FREE, 2006; RUIZ-HERRERA, 2012; MOORE,
2013). Como indicado na Figura 2.1.12, a parede celular ainda possui grupos
glicoproteicos contendo ancoras de glicosilfosfatidilinositol que se liga as proteinas da
membrana plasmatica (BOWMAN; FREE, 2006; RUIZ-HERRERA, 2012; MOORE,
2013).

Diante do que foi discutido, o objetivo geral dessa primeira parte da tese € o de
sintetizar e caracterizar materiais biohibridos luminescentes compostos pelos fungos
tilamentoso Aspergillus niger, Trichoderma spp e Phialomyces macrosporos e redes metal-
organicas a base de ions lantanideos (Térbio e eurdpio). Especificamente, pretendeu-

se:

a) Produzir biohibridos a base de fungos filamentosos-Ln (Tb) MOFs e Ln (Eu)
MOFs;
b) Analisar a morfologia dos biohibridos utilizando a técnica de microscopia

eletronica de varredura (MEV);

c) Investigar a luminescéncia dos biohibridos com o auxilio das técnicas de

espectroscopia de fotoluminescéncia e microscopia Optica de fluorescéncia;

d) Avaliar a toxicidade das MOFs sobre os fungos filamentosos.
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2.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.2.1 Reagentes

As MOFs de térbio e europio foram sintetizadas e cedidas pelo grupo de
pesquisa coordenado pelo Prof. Dr. Severino Alves Junior da Universidade Federal de
Pernambuco para a produgao do trabalho de pesquisa em conjunto utilizando
fungos/MOFs de lantanideos. Os reagentes utilizados para sintese das mesmas foram
o acido melitico (acido-1,2,3,4,5,6-benzeno-hexacarboxilico, 99%) (Aldrich), 6xidos de
lantanideos de térbio e eurdpio (Aldrich, 99%) e Acido nitrico (Dindmica), ambos
utilizados sem purificagdo prévia. Para o cultivo das espécies fungicas foram
utilizados Agar (Himedia), Czapeck (Kasvi) e D-dextrose (Synth) sem nenhum

tratamento prévio.

2.2.2 Producgao de Biohibridos com Ln-MOFs

As MOF de térbio e eurdpio foram sintetizadas a partir da mistura de 0,5 mmol
de &cido melitico (marca) e 0,5 mmol de nitrato de térbio (ou eurdpio) hexahidratado
(Ln(NOs)s.6H20) em um recipiente contendo 5 mL de agua deionizada. Apds a
mistura, o sistema foi mantido em agitacao constante durante 5 min. Em seguida, a
solucao foi transferida para um tubo do tipo falcon de 15 mL e, apds a adigao lenta de
1,5 mL de solucao de alcool etilico 30% v/v, obteve-se a MOF cristalina. O material foi

filtrado e secado a vacuo.

Depois, 60 mg do solido foi disperso em 50 mL de 4dgua deionizada, e esse

sistema foi submetido a um tratamento ultrassdnico, com um auxilio de uma sonda

49



ultrassonica de 20 kHz (Vibracell VC 130, Sonics Instruments, utilizando uma ponta
de titanio de 0,6 cm de diametro), durante 2 h, para diminuir o tamanho das particulas.
A solucgao sonicada foi filtrada com o auxilio de um filtro hidrofdbico de tamanho de
poros de 0,8 um. Em seguida, separou-se um frasco de penicilina de 20 mL. Nesse
frasco, foram adicionados 4 mL de 4gua deionizada e 5,0 mL de suspensao de Ln-MOF
(de térbio ou de eurodpio). O frasco foi vedado com uma tampa feita de atadura e

algodao hidrofdbico. O sistema foi esterilizado.

Apds a esterilizagao do frasco, em uma autoclave, durante 20 min numa
temperatura de 121 °C e pressao de 1 atm, 1,0 mL de uma solugao de glicose 2% e 100
puL de uma solugdao de esporos dos fungos Phialomyces macrosporus (3,75 x 10*
esporos/mL), foram introduzidos no frasco de penicilina. Todo esse procedimento foi
realizado numa capela de fluxo laminar, previamente higienizada. Depois, o frasco foi
colocado numa incubadora a 28 °C para crescimento do fungo durante 7 dias. Apos
esse periodo, os sistemas foram lavados varias vezes com dgua deionizada esterilizada

e armazenados em frascos de penicilina contendo dgua deionizada esterilizada.

O mesmo procedimento foi utilizado para cultivar as espécies de fungo
Trichoderma spp (1,16 x 107 esporos/mL) e Aspergilus niger (9,50 x 10> esporos/mL). Todo
o experimento foi realizado em triplicata juntamente com um experimento controle,
que consistiu apenas no cultivo dos fungos nativos, utilizando um frasco de penicilina
de 20 mL contendo 9 mL de 4gua deionizada e 1,0 mL de solugdo de glicose 2%, para

efeito de comparacao.

2.2.3 Secagem de Ponto Critico

Para a realizagao das medidas de difracao de raios-X, microscopia eletronica de
varredura e espectroscopia de luminescéncia, as amostras dos materiais biohibridos
foram secas em uma camara de ponto critico (Leica EM CPD 030, FIOCRUZ-Ba). Para

isso, o material biohibrido foi gradualmente desidratado, substituindo a agua por
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etanol. Para a completa desidratacao, o micélio foi mergulhado em uma solucdo de
etanol 30% (v/v) por 15 minutos. Depois, a fragao volumétrica de etanol foi aumentada
para 50, 75, 90 e 100% em intervalos sucessivos de 15 minutos para cada passo. Em
seguida, o micélio foi colocado na camara de secagem contendo etanol 100%. Dentro
da camara, com temperatura em torno de 8-9 °C, o etanol foi gradativamente sendo
substituido por CO: liquido. Apds a completa substitui¢cao do etanol por CO:2 liquido,
a temperatura da camara de secagem foi aumentada para 40 °C, permitindo a

passagem do CO: do estado liquido para o estado gasoso e, com isso, secando os

biohibridos.

224 Propriedades Luminescentes das Ln-MOFs em Solucdo Salina e
Contendo Aminoacidos

Para avaliar a influéncia da luminescéncia das Ln-MOFs dispersadas em meio
aquoso contendo sais e/ou aminoacidos, 300 uL de suspencao de Eu-MOFs e Tb-MOFs
(2,4 mg mL") foram misturados com dgua deionizada e uma mistura de sais (MgClz
(2,5 mM), KH2POs (0,7 mM) and NaCl (1,5 mM)) e/ou aminodcidos arginina (13,6 mM),
histidina (1,9 mM) e lisina (1,8 mM). A luminescéncia de diferentes conjuntos da
mistura foi medida em um espectrofluorimetro Shimadzu RF-5301PC equipado com
uma lampada de arco de Xe (150 W) continua. Para a realizagao das medidas utilizou-

se a abertura da fenda de excitacao e emissao, ambos no valor de 3 nm.

2.2.5 Ensaios de Viabilidade Celular

Testes de toxicidade das Ln-MOFs sobre os fungos foram monitorados a partir
de ensaios de crescimento radial de fragmentos de biohibridos em meio sdlido. Em
placas de Petri de 9 cm, previamente esterilizadas, foram adicionados 20 mL de meio

de cultura composto de dextrose (20 g L!) e agar (15 g L'). As placas foram mantidas
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dentro da capela de fluxo laminar sob radiacao ultravioleta até a solidificacao do meio
de cultura. Depois, um pequeno fragmento dos biohibridos, constituidos pelas trés
espécies de fungos e pelas MOFs de térbio e eurdpio, foi colocado no centro da placa
de Petri. As placas foram incubadas em uma faixa de temperatura que variou de 28° a
30°C durante 216 h. Medidas do diametro da placa foram realizadas ao longo de quatro
eixos estabelecidos na placa de Petri. Cada medida foi tomada a cada 12 h nos dois
primeiros dias e a cada 24 h a partir do terceiro dia. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata juntamente com o experimento controle de crescimento radial

dos fungos nativos para efeito de comparacao.
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2.3 CARACTERZACOES

2.3.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Imagens de MEV foram adquiridas em um equipamento JEOL JSM-6610LV,
localizado no Laboratério Multiusudrio de Microscopia-LAMUME, no instituto de
Fisica da UFBA, equipados com dispositivo EDS Link ISIS300 para analise quimica de
micro-areas. Os espectros de raios-X de Energia dispersiva (EDS) foram obtidos

utilizando regides de micrografias com magnificagao de 500x.

2.3.2 Microscopia Optica de Luminescéncia

As andlises de microscopia de fotoluminescéncia foram realizadas em um
microscopio Olympus BX51, equipado com uma camera CCD monocromatica Retiga
2000R. as amostras foram iluminadas com uma lampada de vapor de mercurio usando
um filtro de excitagao BP380-385 e um filtro de emissao BA420. Imagens adicionais
também foram feitas utilizando um microscopio de varredura confocal a laser Leica
TCS SP8 equipado com uma objetiva de 63X de magnificacdo e uma fonte de laser com

comprimento inicial de 405 nm.

2.3.3 Espectroscopia de Luminescéncia de Estado Sélido

As medidas de fotoluminescéncia dos materiais biohibridos secos foram
realizadas utilizando um espectrofluorimetro Horiba Jobin-Yvon Fluorolog-3 com
fontes de excitagao de lampadas de xenonio (450 W) continua e pulsada para sdlidos
equipado de monocromadores de excitacao e emissao duplo, para aregido do UV-VIS,

com fotomultiplicadora Hamamatsu R928P, e um monocromador simples para
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emissoes no infravermelho proximo, com fotomultiplicadora Hamamatsu H10330A-

75, localizado no instituto de quimica da Universidade Federal de Pernambuco.
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSOES

O trabalho de producao de materiais biohibridos luminescentes discutido neste
capitulo também fez parte da tese do estudante Leonis Lourengo da Luz, do Programa
de Pés-graduagao do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Pernambuco-
UFPE. O referido estudante foi o responsavel pela sintese das Ln-MOFs, pelas medidas
de difracao de raios-X e pelas medidas de espectroscopia de luminescéncia de estado
solido dos biohibridos. O presente autor ficou responsavel pela realizacao das medidas
de tamanho de particulas e potencial zeta, pelo cultivo das espécies fungicas e
producao dos biohibridos, pelas imagens de microscopia eletronica de varredura e de
microscopia Optica de fluorescéncia, pelas medidas de espectroscopia de
luminescéncia em meio liquido e pelos ensaios de viabilidade celular. As medidas de
tamanhos de particulas, potencial zeta, DRX, e espectroscopia de luminescéncia dos
biohibridos ja foram discutidos na tese do Leonis, defendida no ano de 2018, e serao

citadas como Da Luz, 2018.

Os trabalhos descritos na literatura indicam que os materiais nao-biolégicos
mais utilizados para a obten¢do de sistema biohibridos sdao aqueles com dimensdes
que se encontram na escala nanométrica (FAKHRULLIN et al., 2012). Isso se deve ao fato
de os materiais bioldgicos, de maneira particular os microrganismos, apresentarem
uma morfologia, com arquiteturas complexas e Unicas, adequada para a montagem
controlada de nanoparticulas (FAKHRULLIN et al., 2012). Dessa forma, para integrar
materiais com dimensoes diferentes daquelas requisitadas para a formacao de
materiais biohibridos, uma etapa adicional é necessaria para adequar as particulas a

faixa de tamanho requerida.

No caso das particulas de Ln-MOFs, a sintese empregada permite que esses
materiais cristalizem na forma de microcristais (DA LUZ et al., 2014). Com isso, uma
etapa de reducao do tamanho das particulas obtidas, utilizando uma sonda
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ultrassOnica, foi necessaria. Mesmo ap0Os a sonicagdo, os microcristais nao foram
completamente fragmentados, como pode ser visto na Figura 2.4.1 para as particulas
de Eu-MOF. Dessa forma, apds sonicac¢ao, a suspensao preparada ainda foi filtrada,
com um auxilio de filtro com poros de 0,8 um, para evitar a inser¢ao de particulas
muito grandes no meio de cultivo microbial. Medidas de distribuigao de tamanho das
particulas mostraram que as Ln-MOFs apresentaram tamanhos que variam de 70 a 900
nm (DA LUZ, 2018). Além disso, foi observado que a partir de valores de percentual
de distribuicao acumulada, 90% das particulas de Tb-MOF e Eu-MOF apresentaram
dimensoes abaixo de 600 nm e 400 nm, respectivamente (DA LUZ, 2018). Esses valores
sao bem menores do que o didmetro médio (10-30um) das hifas fangicas, fato que

ajuda na montagem dessas particulas sobre a superficie da estrutura microbioldgica.

SEl  20kV WD7mm S$835
LAMUME - IF/JUFBA

Figura 2.4.1 - Micrografias de MEV das particulas de Eu-MOF ap0s sonicagdao durante 2 h.

A integracdo das particulas do componente nao-bioldgico ocorre na superficie
de microrganismos e pode ser facilmente monitorada através da mudanga de aspectos
texturais que ocorrem nessa regiao. A Figura 2.4.2 exibe imagens de MEV de hifas do
fungo Aspergillus niger (A. niger) cultivadas na auséncia (2.4.2(a)) e na presenga

(2.4.2(b)) de uma solugao nutritiva contendo cristais de Tb-MOF. Comparando as
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imagens, verifica-se, claramente, a diferenca na regidao superficial dos sistemas
investigados. Para o fungo A. niger nativo, as hifas sao lisas e, para fungo crescido, no
meio contendo as Tb-MOFs, a hifa selecionada esta uniformemente recoberta. Ja a
Figura 2.4.2(c e d) se referem aos biohibridos Phialomyces macrosporus (P.
macrosporus)/Eu-MOF e Trichoderma spp (Trich)/Tb-MOF, respectivamente. As imagens
indicam a manutencao das estruturas morfoldgica do componente bioldgico, o que é
fundamental na preparagao de materiais biohibridos. Além disso, na Figura 2.4.2(d)
também é observado a presenga de hifas nao funcionalizadas, algo verificado em todos
os sistemas preparados. Isso pode estar atrelado a estabilidade da suspensdo de Ln-
MOFs preparadas, que precipitam lentamente ao longo de todo o processo de
ramificacdo das hifas durante a etapa de desenvolvimento das espécies fungicas. De
maneira geral, foi constatado que a deposicao das Ln-MOFs ocorre com leves
diferencas nas trés espécies estudadas (DA LUZ, 2018), o que pode estar relacionado

com as diferencas na composigao da parede celular das espécies estudadas.

SEl  20kV WD7mm  $S35

LAMUME - IF/UFBA

e e

b A e
kv~ WD7mm  #5S40 x500.3 0 SRE,000  10pm  m—

E - IFIUFBA g 2 ) E
Figura 2.4.2 - Micrografias de MEV do fungo A. niger nativo (a) com 5000X de aumento e do seu
biohibrido A. niger/Tb-MOF (b) com 10000X de aumento, (c) P. macrosporus/Eu-MOF com 500X de
aumento e (d) Trich/Tb-MOF com 1000X de aumento.
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A Figura 2.4.3 mostra a imagem de MEV do biohibrido P. macrosporus/Eu-MOF
apresentado na Figura 2.4.2(c) com magnificacao de 10 000X. A imagem destaca os
diferentes tamanhos de particulas de Eu-MOFs integradas na superficie do fungo.
Além disso, € observado a presenga de substancias com aspecto semelhante a de teias
recobrindo as Eu-MOFs, fato verificado em todos os sistemas preparados. Esses
materiais sao substancias poliméricas extracelulares produzidas pelos fungos
(EPSTEIN; NICHOLSON, 2016). A Figura 2.4.3 ainda permite inferir que a integragao
das particulas de MOFs sobre as hifas fungicas é reforcada por esses biopolimeros, que
ajudam a manter os componentes bioldgicos e nao-biologicos mais fortemente ligados

(mais detalhes serao apresentados a frente).

WD7mm  SS40 x10,000 1um

LAMUME - IF/UFBA

Figura 2.4.3 - Micrografias de MEV do fungo P. macrosporus/Eu-MOF com 10 000X de aumento.

Durante a aquisi¢do das imagens de MEV dos biohibridos, medidas de
espectroscopia de energia dispersiva de raios-x (EDS) indicaram que as particulas
integradas a parede celular fingica apresentam atomos de térbio e eurépio (DA LUZ,
2018). No entanto, como um dos objetivos é a producao de fungos filamentosos com

luminescéncia artificial é necessario avaliar se a luminescéncia das particulas de Ln-
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MOFs nao ¢é afetada pelo processo de integracdo na parede celular dos fungos. Tal
preocupacao se deve ao fato de que durante a deposicao das Ln-MOFs, os fungos
naturalmente liberam enzimas no meio extracelular para degradar macro e
micromoléculas que podem ser utilizadas como fonte de carbono, nitrogénio e
oxigénio necessarios para o seu crescimento e produzem metabolitos também
dispersados no meio extracelular. Como a luminescéncia dos ions lantanideos
trivalentes é fortemente dependente da simetria da primeira esfera de coordenacao
(BINNEMANS, 2015; BUNZLI, 2015), a interagao das Ln-MOFs com as substancias
produzidas pelos fungos e/ou até mesmo com os componentes da parede celular pode
alterar os mecanismos de absor¢ao e emissdao de energia desses materiais. Como
apontado por Da Luz (2018), os dados de DRX dos biohibridos mostraram a
preservagao da estrutura cristalina da Ln-MOFs sem a formacao de outras fases

cristalinas (DA LUZ, 2018).

Da Luz (2018) ainda mostrou que os biohibridos exibem excelentes
propriedades luminescentes, com intensa emissao de radiagao na regido do visivel sob
exposicao a radiacdo UV e grandes deslocamentos Stokes. O perfil espectral obtido
para os biohibridos ¢ o mesmo das Ln-MOFs isoladas (DA LUZ, 2018). Assim, as
bandas estreitas de emissdao observadas para os hibridos a base Eu-MOFs, tém a
luminescéncia centrada nos ions Eu®* relacionada as transi¢oes °Do — F; (J =0, 1,2, 3 e
4), o que confere ao biohibrido uma cor vermelha, determinada através do diagrama
de cromaticidade CIE (Comissao Internacional de Iluminacao) (DA LUZ, 2018). Da
mesma forma, para os hibridos a base de Tb-MOFs, as bandas de emissao sao tipicas
das transi¢oes eletronicas °Ds — 7F; (J =0, 1, 2, 3, 4, 5 e 6) que ocorrem no ion Tb*,
fazendo com que os biohibridos tenham uma cor verde (DA LUZ, 2018). Varidveis
importantes para a caracterizacao de sistemas luminescentes como tempo de vida do
estado excitado (7), eficiéncia quantica (1) e razao de intensidade dos sistemas hibridos

foram investigadas e demonstraram que os componentes da parede celular nao
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influenciaram no mecanismo de luminescéncia dos ions Ln3* das Ln-MOFs embebidas

na parede celular das espécies de fungos filamentosos estudadas (DA LUZ, 2018).

Confirmada a manutencdao da estrutura cristalina e das propriedades
luminescentes das Ln-MOFs localizadas na superficie dos fungos filamentos, ¢
importante tentar compreender como as particulas de Ln-MOFs sao depositadas na
parede celular desses microrganismos. Como ja foi descrito, a parede celular fungica é
complexa e apresenta muitos grupos funcionais que ampliam a possiblidade de
interacdes entre os componentes bioldgico e nao-biologico. Geralmente os grupos
funcionais, tais como -SH, -OH, -COOH, -NH e ligantes desprotonados como RCOO-
atuam majoritariamente em processos de bioadsor¢ao, por exemplo, de cations
metdlicos quando o microrganismo ja esta desenvolvido (VOLESKY, 2007, GADD,
2009). No entanto, o processo de integragao de particulas, aqui considerado, ocorre
concomitante ao desenvolvimento da hifa (crescimento do microrganismo e formagao
da parede celular durante o crescimento). Dessa forma, além da agao dos grupos
funcionais, a carga superficial e as caracteristicas hidrofobicas de ambos os
componentes, devem ser levados em consideragao para se tentar compreender como

as particulas de Ln-MOFs aderem a superficie dos fungos filamentosos.

De forma geral, tanto os esporos, quanto as hifas dos fungos filamentosos
apresentam uma densidade de carga superficial negativa, pelo menos nos estagio
iniciais de desenvolvimento das hifas (ZHU et al., 2016), e podem ter caracteristicas
hidrofébicas (SMITS et al., 2003; CHAU et al., 2009). A superficie carregada
negativamente se origina em virtude da presenca de moléculas contendo grupos
facilmente ionizaveis como carboxila (-COOH) e espécies de fosfato em uma ampla
faixa de pH (2-10) (DOUGLAS et al., 1959; JONES et al., 1988). Enquanto que as
propriedades hidrofébicas sdo oriundas da presenca de proteinas chamadas de
hidrofobinas e/ou metabolitos secunddrios localizadas na superficie dos esporos e das

hifas (SMITS et al., 2003; CHAU et al., 2009).
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Varios trabalhos tém mostrado a interagdo de fungos filamentosos com
particulas com densidade de cargas superficial negativa e positiva (LIU et al., 2008;
RISPAIL et al., 2014; ZHU et al., 2016). Liu e colaboradores (2008) estudaram o cultivo
do fungo Aspergillus niger (hidrofoébico e com superficie carregada negativamente) em
uma solugao contendo derivados cationicos do politiofeno (composto anfipatico, ou
seja, apresenta regioes hidrofilicas e hidrofdbicas na estrutura molecular). Eles
inferiram que tanto, intera¢des hidrofobicas quanto atragdes eletrostaticas (a presenca
de carga positiva no politiofeno e a negativa do fungo) contribuem para a interacoes
do polimero com a parede celular fungica (LIU et al., 2008). Por outro lado, Zhu e
colaboradores (2016) interagiram varios tipos de nanoparticulas (com carga superficial
negativa) com o fungo filamentoso Xylaria striata (com carga superficial negativa que
lentamente muda para positiva apos 70 h de cultivo). Segundo os autores, durante a
mudanca da carga superficial de negativa para positiva das hifas, atracoes
eletrostaticas ocorrem, viabilizando a intera¢do entre os componentes bioldgicos e nao-

bioldgicos (ZHU et al., 2016).

No caso das Ln-MOFs, os dados de luminescéncia indicaram a auséncia de
interacao cooperativa com os fungos (DA LUZ, 2018). Como a simetria de coordenacao
dos ions Ln®* nao € afetada apds a integracao das Ln-MOFs na parede celular do fungo,
isso sugere que as interagdes entre os componentes bioldgicos e nao-bioldgicos nao se
da através de ligacdes covalentes. As medidas de potencial zeta mostraram que a
superficie das MOFs é carregada negativamente (-30 mV) (DA LUZ, 2018).
Considerando que, para os fungos estudados, situagao semelhante a aquela reportada
por Zhu e colaboradores (2016) esteja acontecendo (mudanga gradual da carga
superficial dos fungos), atragoes eletrostaticas das cargas positivas na superficie dos
fungos e negativa das Ln-MOFs propiciam a unido dos componentes biologicos e nao-
bioldgicos. Além disso, como ja foi comentado, substancias poliméricas secretadas pelo

fungo, geralmente polissacarideos e proteinas, possuem propriedades adesivas,
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intensificando a integracdo das Ln-MOFs superficie dos fungos (EPSTEIN;
NICHOLSON, 2016).

Considerando as propriedades luminescentes dos biohibridos, imagens de
microscopia Optica de fluorescéncia também foram realizadas para investigar a
luminescéncia artificial dos materiais biohibridos vivos constituidos pelos fungos
filamentoso/Ln-MOFs. Essa técnica é simples, rdpida e permite monitorar eventos a
nivel celular e subcelular (KUBITSCHECK, 2013). Como ja comentado, as Ln-MOFs
exibem intensa emissao de radiacdo na regiao do visivel sob exposi¢ao a luz UV,
permitindo a aquisicdo de imagens dos biohibridos in vivo, com facil distingao entre o

alvo e as emissoes de fundo (DA LUZ, 2018).

A Figura 2.4.4 exibe as micrografias dos bio-hibridos constituidos pelos fungos
Aspergillus niger/Ln-MOF (a e b) e Trichoderma spp/Ln-MOFs (c e d). Para a realizacao
das imagens, fragmentos de micélio fungico dos biohibridos armazenados em frascos
com agua deionizada foram fixados em uma lamina histologica e iluminados com o
auxilio de uma lampada de vapor de Hg utilizando um filtro de excitacao na faixa 340-
390 nm e emissao partir de 420 nm. Como pode ser visto, as hifas dos biohibridos a
base Tb-MOFs e Eu-MOFs emitem radia¢ao na cor verde e vermelha, respectivamente.
Nas imagens, também € observado uma clara diferenca na intensidade da radiacao
emitida pelos biohibridos compostos pelas MOFs de térbio e eurdpio. Enquanto, para
os sistemas contendo térbio (Fig. 2.4.4 (a e b)), a luminescéncia no verde é facilmente
observada, para aqueles a base de Eu-MOF a luminescéncia no vermelho é mais dificil
de ser notada. Este comportamento, verificado nos Fungos/Eu-MOF, é devido a
interacdo com moléculas de agua. Quando o biohibrido estd no meio aquoso,
moléculas de dgua se coordenam ao ion Eu* promovendo a formagao de outro
caminho para desativagdo do estado excitado do ion eurdpio (HORROCKS;
SUDNICK, 1979). Nesse caso, a maior parte da energia do elétron no estado excitado
¢ transferida na forma de energia nao-radiativa, energia vibracional, utilizada para
oscilar as ligagdes O-H de moléculas de agua ligadas aos ions Eu* (HORROCKS;
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SUDNICK, 1979). Assim, apesar de existir uma grande quantidade de Eu-MOF na
superficie dos fungos, o sinal de fotoluminescéncia € bastante atenuado. Vale ressaltar

que, para as amostras secas, tal efeito nao é observado (DA LUZ, 2018).

Figura 2.4.4 - Imagens de microscopia dptica de fluorescéncia para (a) A.n/Tb-MOF, (b) A.n/Eu-MOF,
(c) Trich/Tb-MOF e (d) Trich/Eu-MOF.

Micrografias de fluorescéncia dos sistemas hibridos também foram obtidas em
maiores magnificagoes mostradas na Figura 2.4.5. Como pode ser visto na imagem,
além de acumular Ln-MOFs na parede celular, é possivel considerar que os fungos
filamentosos estudados também conseguem internalizar particulas luminescentes e
armazena-las no citosol ou liga-las a componentes celulares da regiao intercelular. As
particulas aparentemente internalizadas, estao depositadas em diferentes regides ao

longo das hifas formado agregados com diferentes tamanhos e formatos e, para o caso
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dos hibridos a base de Eu-MOFs, a luminescéncia dessas particulas € facilmente
observada. Como apontado por Da Luz (2018), a visualizagdo das Ln-MOFs foi
possivel devido a fina camada de MOFs que recobriam as hifas na regiao investigada.
Assim, como os resultados apresentados por Whiteside e colaboradores (2009) sobre a
internalizagao de pontos quanticos pelo fungo da espécie Penicilium solitum, o acaimulo
das particulas de Ln-MOFs, provavelmente, acontece dentro dos vactiolos dos fungos,
sendo facilmente identificados na regiao intracelular dos microrganismos mesmo com

a utilizacao de luz branca.

Radiacao UV

A.n/Eu-MOF

P.m/Th-MOF

Trich/Tb-MOF

Figura 2.4.5 - Micrografias dos biohibridos Fungos/Ln-MOFs em campo claro, fluorescéncia e
sobreposicao das duas primeiras imagens. Magnificacao de 100x e barra de 10 pum.

Nos fungos, os vactolos sao considerados como um centro de armazenamento
de substancia e ions como, por exemplo, aminodcidos, enzimas hidrolitica e ions Ca?

(WEBER, 2002; BORKOVICH; EBBOLE, 2010). Além disso, essas organelas também
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atuam na captura e degradacao de componentes celulares ou de espécies quimicas que
possam afetar a homeostase celular (KLIONSKY et al, 1990, WEBER, 2002;
BORKOVICH; EBBOLE, 2010; RICHARDS et al., 2012). Os vacuolos se distribuem por
varias regides das hifas, apresentam uma variedade de formas estruturais (pequenas
vesiculas esféricas, ovais ou tubulares com tamanho varidvel) e sao facilmente
deformaveis (processo reversivel), em virtude da intrinseca plasticidade podendo,
portanto, serem estendidos e retraidos (WEBER, 2002; BORKOVICH; EBBOLE, 2010;
RICHARDS et al., 2010). Eles podem se movimentar ao longo de curtas distancias (10-
50 um) no citosol e se fundir para originar vactiolos maiores (WEBER, 2002; DARRAH
et al., 2006; BORKOVICH; EBBOLE, 2010; RICHARDS et al., 2010). Por exemplo, para
o biohibrido Trich/Tb-MOF submetido a radiacdao wultravioleta, claramente é
visualizado as diferentes formas estruturais dos vactiolos e regides em que

aparentemente ocorrem a fusao de dois ou mais vactolos.

Assim, a fim de sustentar a ideia de que o sinal de fluorescéncia observado surge
das Ln-MOFs estocadas nas organelas dos fungos, experimentos adicionais de
microscopia confocal de fluorescéncia com varredura de laser e espectroscopia de
luminescéncia foram realizados (Figuras 2.4.6 e 2.4.7). As imagens de microscopia
confocal foram feitas iluminando uma lamina histoldgica contendo fragmentos de
biohibridos com laser no comprimento de onda de 405 nm. Na Figura 2.4.6(a) é
observado a luminescéncia do sistema A. niger/Tb-MOF. A regiao escolhida para a
aquisi¢ao da imagem apresenta hifas com a superficie ndo recoberta com particulas de
Tb-MOFs (Fig. 2.4.6(b)), no entanto, verifica-se a presenca de objetos ligeiramente
esféricos, de varios tamanhos, possivelmente localizados no interior da hifa que
emitem luz na cor verde. Além da emissao de radiacao na cor verde, a excitacao dos
biohibridos no comprimento de onda de 405 nm, também excitou componentes da
estrutura fangica proporcionado a emissao de radiagao na cor azul, o que contribuiu
para auxiliar na localizagao das particulas de cor verde. Assim, através de um processo

de reconstrugao 3D da imagem em (b), como indicado nas Figuras 2.4.6(c e d)). Na
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Figura 2.4.6(d), é mostrado uma visao longitudinal (imagem na parte superior) e axial
(imagem inferior), atestando que o0s objetos luminescentes estdo no interior da

estrutura tubular do fungo.

Figura 2.4.6 - Imagem confocal de varredura a laser do An/Tb-MOF: (a) hifa ndo recoberta contendo
particulas de Tb-MOF internalizada e armazenadas em varios vactiolos, (b) destaque para os vactolos
fluorescentes, (c) e (d) reconstrucio 3D de (b) destacando a localizacdo interior de objetos
luminescentes na estrutura tubular do fungo, escala de 10 um.

Com o intuito de verificar se a cor verde observada é realmente devida a
emissao de particulas Ln-MOFs internalizadas, medidas de luminescéncia, tanto das
Ln-MOFs quantos dos biohibridos, foram realizadas no comprimento de excitagao de
405 nm. A Figura 2.4.7(a) se refere ao espectro de emissao das Tb-MOF apos excitagao

em 312 nm (linha verde) e 405 nm (linha azul). Como pode ser visto, os espectros, nos
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dois comprimentos de onda indicados, exibem as mesmas bandas de emissao, que sao
caracteristicas das transigoes eletronicas que ocorrem dentro do subnivel f do ion Tb3*.
Ja a Figura 2.4.7(b) mostra o espectro de emissao do biohibrido A. niger/Tb-MOF em
312 nm (linha verde) e 405 nm (linha azul). Embora o espectro de emissao de estado
estacionario (SS) também tenha exibido a emissao de radia¢ao do fungo, o espectro de
emissao resolvido no tempo (linha cinza) € idéntico ao o espectro em 312 nm (TR), o
que significa a existéncias apenas de transi¢oes f-f do ion térbio. Tais resultados

permitem concluir que as particulas internalizadas realmente sao Ln-MOFs.

— %= 405 nm (SS)
(a) 5Ds—> 7Fs ——3.,=3150m (SS)

5Dy
5D, Ds

L

7Fy  'Fs

Intensidade normalizada (u.a)
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450 500 550 600 650 700
(b) — g, =405 nm (TR)
5D4 = 7Fs — g, = 405 nm (SS)

— hg,= 315 nm (SS)

Intensidade normalizada (u.a)
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Comprimento de onda (nm)

Figure 2.4.7 - Espectros de emissao de (a) estado estacionario (SS) para Tb-MOF em 312 e 405 nm e
(b) SS para An/Tb-MOF em 312 nm, em 405 nm e resolvido no tempo (TR) em 405 nm. Para a aquisicio
do espectro resolvido no tempo, o intervalo do flash foi de 0.05 ms, com a janela da amostra de 0.2
ms, sendo considerado a contagem de 100 flashs.

67



Vale ressaltar que a excitagao das Ln-MOFs no comprimento de onda de 405 nm
traz uma importante vantagem para a utilizacao desses materiais como marcadores
bioldgicos, por exemplo, para o estudo de organismos vivos. Como se sabe, 0 emprego
de radiacao ultravioleta é prejudicial a organismos vivos e, assim, efeitos danosos que,
porventura poderiam ocorrer com células vivas ao interagir com a radiacao
ultravioleta é minimizado ao se utilizar o comprimento de onda em 405 nm para

excitar a amostra.

A Figura 2.4.5 revelou a internalizacao de particulas de Ln-MOFs na regiao
intracelular dos fungos filamentosos. Outro fato também verificado na Fig. 2.4.5 esta
associado a luminescéncia das particulas de Ln-MOFs internalizadas quando
comparadas com aquelas localizadas na parede celular dos fungos. Como ja
comentado, a luminescéncia dos biohibridos a base de MOFs de europio, fortemente
reduzida devido a interagao com moléculas de agua, foi facilmente observada para as
particulas estocadas no vacuolo fangico. Entao, para entender tal comportamento,
foram realizadas medidas de luminescéncia das Ln-MOFs dispersadas em uma
solucao que simulava meio liquido do compartimento interno dos vactiolos (Figura
2.4.8). Estudos com extratos de vactolos isolados do fungo Neurospora crassa encontrou
concentragoes de alguns aminodcidos como ornitina (18,1 mM), arginina (13,6 mM),
histidina (1,9 mM), lisina (1,8 mM) e cations como Na* (1,5 mM), K* (0,7 mM) e Mg*
(2.7 mM) e, polifosfato (36.7 mM) (BORKOVICH; EBBOLE, 2010).

A Figura 2.4.8 (a) exibe, para as medidas envolvendo a MOF de térbio, um
histograma da razao entre a intensidade de emissao integrada das Tb-MOFs nas
diferentes solucdes. Notadamente, tanto os sais quanto os aminodcidos induziram um
aumento significativo da luminescéncia das Tb-MOFs, principalmente para o caso da
arginina e da lisina que exibiram uma melhoria acima de 150%. Para a solucao
contendo histidina, o menor aumento na intensidade da luminescéncia esta
relacionado ao efeito de filtro interno, uma vez que, este aminodcido absorve radia¢ao
na faixa do comprimento de excitagao das Ln-MOFs como indicado Figura 2.4.8(b). A
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manutengao do perfil espectral de emissao das Tb-MOFs, sugere que o aumento da
intensidade da luminescéncia observada é devido a uma melhor coordenacao
estabelecida entre os ions metalicos e os ligantes melitato em func¢ao das interagdes
supramoleculares dos aminodcidos localizados na superficie das MOFs (LI et al., 2014;
CHEN et al., 2017, CHEN et al., 2018; SU et al., 2018). Essas interagoes bloqueiam a
superficie de extingao da luminescéncia, comumente verificado em nanoparticulas

luminescentes (CHEN et al., 2018).
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Figura 2.4.8 - (a) Intensidade de emissdao integrada relativa de Tb-MOF na presenca de sais e
aminoacidos. I0 e I representam a intensidade da emissdo integrada da suspensido de Tb-MOF em
agua e com os sais e/ou aminoacidos, respectivamente. b) Espectro de absorcio das solugdes de
aminoacidos e (c) Espectro de emissiao da Eu-MOF na presenca de sais e aminoacidos.

Diante disto, Ln-MOFs foram dispersadas em uma solug¢ao aquosa contendo os
sais cloreto de sodio (NaCl), cloreto de magnésio (MgClz) e dihidrogenofosfato de
potassio (KH2POs) juntamente com os aminodcidos lisina, arginina e histidina

simulando as respectivas concentracdoes indicadas acima. Alguns conjuntos de
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experimentos de luminescéncia das Ln-MOFs foram investigados: em 4gua, na solugao
aquosa contendo os sais, na solu¢ao contendo cada um dos aminoacidos, na solugao
salina e cada um dos aminodcidos, na solugao constituida pela mistura dos trés
aminodacidos e na solugao salina juntamente com os trés aminoacidos. Os espectros de
emissao (ver no Apéndice I os espectros dos sistemas com térbio) foram obtidos

empregando o comprimento de onda de excitagao de 312 nm.

Por outro lado, quando sao considerados os experimentos com as MOFs de
europio nenhuma mudanca foi observada, como pode ser visto na Figura 2.4.8(c),
apesar da facilidade de observar a emissao das particulas localizadas no vactiolo dos
fungos. A razao desse comportamento ainda nao esta clara. Um ponto a ser destacado
¢ que a composigao do limem vacuolar € muito mais complexa do que aquela utilizada
nos experimentos simulados. Nesse sentido, uma explicagdo para a melhoria na
emissao da Eu-MOF seria existéncia de biomoléculas e ions dentro do vacutolo
(enzimas, proteinas, entre outras) que poderiam evitar o efeito de extingao devido a

coordenacao de moléculas de 4gua aos ions Eu**, como anteriormente mencionado.

Uma vez confirmada a internalizagao das particulas de Ln-MOFs na regiao
intracelular dos fungos filamentosos, € necessario tentar entender a natureza dos
mecanismos de internalizacao. InvestigacOes relacionadas a internalizacdo de
nanoparticulas em células bioldgicas tém mostrado que o processo de captura e
insercao dessas particulas na regiao intracelular ¢ dependente de varios fatores, tais
como tamanho, forma, carga superficial e caracteristicas hidrofdbicas dos
componentes a serem internalizados (GENG et al., 2007; GRATTON et al., 2008;
ALBANESE et al., 2012). Em se tratando de células fungicas, Rispail e colaboradores
(2014) estudaram a interagao do fungo Fusarium oxysporum com pontos quanticos e
nanoparticulas magnéticas com didmetro de 13,5 nm e 100-150 nm, respectivamente.
Os autores verificaram que as particulas de pontos quanticos com uma superficie
negativamente carregada (~ -30 mV) eram facilmente internalizadas (RISPAIL et al.,
2014). Por outro lado, para as nanoparticulas magnéticas com uma superficie
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carregada positivamente (~ +25 mV), nao foi observado internalizacao, mas apenas
uma deposi¢ao nao uniforme na parede celular do fungo (RISPAIL et al., 2014). Assim,
a justificativa para a internaliza¢do dos pontos quanticos esta diretamente ligada ao
tamanho das particulas. Como ja discutido, o tamanho das particulas de Ln-MOFs foi
restringido a faixa de 70 a 900 nm, ou seja, essas particulas sao relativamente grandes
para serem introduzidas na regidao interna do fungo. Nesse sentido duas questoes

foram levantadas para tentar explicar a internaliza¢do das particulas de Ln-MOFs.

A primeira questdo leva em consideracao a capacidade dos fungos degradarem
moléculas organicas que sao fontes de carbono e oxigénio necessarias para o seu
crescimento. Nesse sentido, foi imaginado que os fungos poderiam degradar as
moléculas do ion melitato, componente organico das Ln-MOFs, fazendo com que os
ions térbio e eurdpio liberados no meio aquoso fossem internalizados e, apds interacao
com aminodcidos e/ou proteinas localizados no citosol ou no vactolo (BORKOVICH;
EBBOLE, 2010), precipitassem na forma de particulas de Ln-MOFs (YANG et al., 2014;
ANDERSON; STYLIANOU, 2017). Para avaliar tal hipdtese, os esporos dos fungos
estudados foram cultivados em um meio nutritivo contendo ions de térbio e eurdpio.
Como pode ser observado por DA LUZ (2018), o desenvolvimento dos fungos foi
comprometido na presenca de ions térbio e eurdpio livres na solugao nutritiva. Isso
significa que esses ions em solucdo apresentam um certo grau de toxicidade que afeta
o crescimento do microrganismo. Diante desse fato, a hipotese em questao deve ser

descartada.

A segunda hipotese admite que particulas com tamanhos menores que 70 nm
foram produzidas durante o tratamento ultrassonico. No entanto, apds a estocagem
para analise das medidas de tamanho de particula, pode ter ocorrido uma agregagao
levando a formacao de particulas maiores. Tal ideia € sustentada pelo aparecimento
de particulas com tamanhos maiores que 800 nm nos dados de distribuicao de
tamanho de particulas (DA LUZ, 2018). Como as suspensdes preparadas foram
filtradas utilizando um filtro de 0,8 um, o tamanho das particulas deveria se limitar a
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800 nm. Diante dessa questao, futuros experimentos serao realizados utilizando Ln-

MOFs nanométricas.

O fato de as Ln-MOFs serem internalizadas pelos fungos filamentosos e de
interagirem com biomoléculas que, de certo modo, podem melhorar a intensidade da
radiagdo emitida, abre um campo de potenciais aplicacdes como marcadores
bioldgicos e na drea de liberagao controlada de drogas (HORCAJADA et al., 2010) e,
também como componentes de sensores On-Off (CHEN et al., 2017). No entanto, para
serem empregados nessas dreas € necessario avaliar o grau de toxicidade dessas
particulas quando interagem com células bioldgicas. Andlises de toxicidade das Ln-
MOFs com relagao as espécies de fungos aqui utilizadas foram determinadas usando
o ensaio AlamarBlue, bem como, medidas de crescimento radial em placas de Petri.
Inicialmente os ensaios empregando o reagente AlamarBlue foi executado a fim de

encontrar a toxicidade relativa das Ln-MOQOFs.

O ensaio AlamarBlue envolve a deteccao da atividade bioldgica através da
assimilagao de um indicador redox que muda sua cor de azul (forma oxidada) para
rosa (forma reduzida) durante o crescimento do fungo. AlamarBlue é amplamente
utilizada para detectar quantitativamente a proliferacao de células eucarioticas
(humana e animal), de bactérias e fungos (REPP et al., 2007, RAMPERSAD, 2012). Por
exemplo, Santos e colaboradores (2018) reportaram a atividade celular, usando o
AlamarBlue, de microelétrodos constituidos de peletes esféricos do Aspergillus
fumigatus depois de experimentos de degradacao eletroquimica do perdxido de
hidrogénio. No entanto, para a avaliacdo da atividade bioldgica dos fungos e dos
biohibridos discutidos no presente trabalho, s6 foi possivel realizar as medidas
qualitativas (simplesmente a mudanca de cor do sistema), como pode ser visto na
Figura 2.4.9. A principal razao para o insucesso das medidas quantitativas foi devido
ao crescimento estatico dos microrganismos, resultando na dificuldade da coleta de

fragmentos de fungos com a mesma massa. Dessa forma, conclusdes baseadas em
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medidas comparativas dos percentuais de redugao do indicador redox realizados

pelos fungos nativos e dos fungos decorados com Ln-MOFs, nao foram possiveis.
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Figure 2.4.9 - Imagens das placas de 96 pogos para a realizagdo dos ensaios de atividade biolégica. (a)
Placas no inicio da incubacdo dos sistemas e (b) apds 24 h de incubacdo. P.m-N = Phialomyces
macrosporus nativo, Trich-N = Trichoderma spp nativo e A.n-N = Aspergillus niger nativo.

Para contornar as dificuldades apontadas, um teste mais facil que permite
avaliar a viabilidade celular, a partir do monitoramento do crescimento radial dos
microrganismos em placas de Petri contendo um meio nutritivo solido constituido por
agar-agar e dextrose 1% (m/v), foi realizado. Para isso, foi assumido que uma
diminui¢dao na taxa de crescimento dos biohibridos em comparagao com a taxa dos
fungos nativos seria uma direta indicacao do efeito fungicida das Ln-MOFs sobre os
microrganismos. Para esse experimento, pequenos fragmentos do micélio foram
colocados no centro das placas de Petri, contendo o meio nutritivo sélido. O diametro
do crescimento radial das culturas foi medido ao longo de 4 eixos de referéncia (Figura
2.4.10(a)). As medidas, feitas com o auxilio de um paquimetro, foram realizadas a cada

12 h nos dois primeiros dias e a cada 24 h a partir do terceiro dia.

A Figura 2.4.10(b) mostra o grafico de barras da média do didmetro do
crescimento radial das colonias depois de nove dias de cultivo. As médias dos

diametros obtidas foram comparadas estatisticamente utilizado o teste T-pareado, com
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nivel de confianca de 95%, para verificar se existia alguma diferenca significativa entre
os biohibridos e os fungos nativos. Apds aplicacao do teste (ver Apéndice II), nenhuma
diferenca significativa foi observada para os fungos Trichoderma ssp e Aspergillus niger
e seus biohibridos. Para o fungo o Phialomyces macrosporus e seus biohibrido ocorreu
uma pequena diferenga na curva de crescimento somente para aqueles a base de Tb-
MOF. Apesar dessa ligeira diferencga constatada para os biohibridos de Tb-MOF, nao
¢ possivel considerar a existéncia de um efeito toxico, uma vez que, tal sistema cresceu

mais do que o fungo nativo (ver Fig. 2.4.10(b)).
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Figure 2.4.10 - (a) Imagem da placa de Petri usada para os ensaios de crescimento radial dos fungos.

As linhas tracejadas e numeradas de cor azul indicam os eixos utilizados na coleta das medidas. (b)
Grafico de barras do didametro de crescimento radial das colénias de fungos durante 9 dias. Os
numeros no centro das barras indicam a média do didametro medido durante os 9 dias.

O acompanhamento do crescimento radial das trés espécies de fungo, como
indicado, foi realizado em um meio contendo 1% dextrose. Esse meio de cultivo ¢ um
meio em que a quantidade de nutrientes ¢ limitada, o que inibe, por exemplo, a
producao natural de pigmentos encontrado nas espécies de fungo estudadas. Para
avaliar, visualmente, tal caracteristica, foram realizadas medidas de crescimento radial
de fragmentos do fungo Trichoderma spp com e sem Ln-MOFS integradas na parede
celular no meio nutritivo BDA (batata, dextrose e agar). A Figura 2.4.11 exibe as

fotografias digitais do fungo Trichoderma spp e dos seus biohibridos em que se verifica,
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através de aspectos macroscopicos como raio de crescimento e cor dos pigmentos
produzidos pelo fungo, que ocorreu o desenvolvimento semelhante para os sistemas
considerados. Entao, diante dos resultados de crescimento radial, pode se concluir que
a presenca das Ln-MOFs ndo apresenta efeitos tdxicos aparente para o

desenvolvimento do fungo.

Luz UV  Luz Branca 1° dia 2¢ dia 32 dia
p—— p—

Trich/ Trich-N
Tb-MOF

Trich/
Eu-MOF

Figure 2.4.11 - Imagem digital do crescimento radial das colénias de Trichoderma spp e dos seus
biohibridos em placas de Petri durante trés dias mostrando o crescimento similar das trés amostras.
As Imagens obtidas através da luz UV foram aumentadas para melhor visualizagao.

Conjunto de resultados discutidos no presente capitulo e na tese de Leonis

Lourengo da Luz deu origem a um artigo publicado Scientific Report (ver ANEXO I).
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2.5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O presente capitulo da Tese demonstrou a deposicao controlada de Ln-MOFs
sobre fungos filamentosos proporcionado a conversao dos microrganismos nativos em
entidades vivas luminescentes. A integragao das particulas de Ln-MOFs na parede
celular dos fungos foi confirmada através de medidas de DRX, MEV e espectroscopia
de fluorescéncia. As Ln-MOFs recobriram as hifas de maneira uniforme indicando o
sucesso do processo de funcionalizagao das espécies fingicas utilizadas. Além disso,
particulas de Ln-MOFs, provavelmente, como tamanhos menores que 15 nm (RISPAIL
et al., 2014), foram internalizadas pelos fungos. Essas particulas foram depositadas em
regides especificas da célula fungica, fazendo dessa situacao uma relevante estratégia

para analise de imagens de organismos vivos.

A integracao das Ln-MOFs tanto na regiao externa quanto na interna da estrutura
dos fungos estudados, ndo apresenta qualquer dano aparente para as fungoes vitais
dos microrganismos, cujo desenvolvimento € similar a aquele das células nativas.
Experimentos controles de simulacao dos componentes encontrados no meio aquoso
dos vacutolos revelaram que a internalizacdo das Ln-MOFs pode intensificar os
processos de luminescéncia, especialmente para as Tb-MOFs, facilitando a

visualizagao das organelas.

Para concluir, importantes aplicagdes podem ser imaginadas para os biohibridos.
Por exemplo, a incorporagao das Ln-MOFs no micélio fungico, pode conferir, em
adicao as propriedades luminescentes, uma incomum atividade catalitica ao material
biohibridos. Uma vez que, as hifas sdo organizadas na forma de redes de microtubos
que apresentam uma grande area superficial apropriada para reagdes cataliticas e
fotocataliticas (CHOI et al., 2010; PAGIS et al., 2016). Finalmente, os achados aqui
discutidos podem ser relevantes para pesquisadores envolvidos com tratamentos de

fungos infecciosos. Infec¢des causada por fungos sao dificeis de tratar ja que a parede
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celular do fungo funciona como uma barreira que pode impedir a entrada de drogas
na regido intracelular do microrganismo (YUAN et al., 2014). Eventualmente, a captura
de agentes antifingicos encapsulados na cavidade das MOFs pelos microrganismos

poderia ser uma estratégia promissora para o tratamento de tais infeccdes

(HORCAJADA et al., 2010).

Com o objetivo de tentar elucidar o mecanismo de deposi¢ao da Ln-MOFs, tem-

se como perspectivas:

e Realizar medidas de espectroscopia de infravermelho com o intuito de
avaliar a existéncia de liga¢des quimicas entre a MOF e os componentes
da parede celular;

e Monitorar as cargas superficiais tanto das Ln-MOFs quanto dos fungos,
em diferentes valores de pH;

e Utilizar nanoMOFs para verificar se o efeito da redugao do tamanho é
preponderante na internalizagio dessas particulas, bem como o
acompanhamento das cargas superficiais de ambos os componentes do

biohibrido.
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CAPITULO 2

3 TITANATOS NANOESTRUTURADOS E MATERIAIS
BIOMORFICOS

3.1 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1.1 Derivados de Oxido de Titanio Nanoestruturado

Os oOxidos de metais de transicdo (OMT) sdo materiais que vém sendo
exaustivamente estudados e aplicados em diferentes areas do conhecimento como
quimica, fisica, engenharia e ciéncias de materiais (KUNG, 1989). A importancia
tecnoldgica desses materiais se deve a grande diversidade de compostos que podem
ser formados, adotando diferentes classes estruturais (corindo, rocksalt, wurtzite,
espinélio, perovskita, rutilo e estrutura lamelares siao comumente encontradas)
(KUNG, 1989; LEE, 1999). Além disso, a estrutura eletronica dos OMT podem ser
modificadas, fazendo com que eles apresentem cardter metalico, semicondutor ou
isolante (CAO; LIMMER, 2004). Diante dessas caracteristicas, os OMT vém sendo
largamente empregados como catalisadores, adsorventes, em componentes de
sensores, em dispositivos piezoeletronicos, células a combustivel, entre outros
(KUNG, 1989; NIEDERBERGER; PINNA, 2009; HERNANDEZ-RAMIREZ; MEDINA-
RAMIREZ, 2014).

Com o advento da nanotecnologia, o interesse na producao de 6xidos de metais
de transicao em escala nanométrica passou a ser o foco de muitos pesquisadores (LEE
et al., 2009; M; JA, 2011; WU et al., 2012; MAAZA et al., 2015). Isso porque os materiais
nanométricos exibem propriedades diferentes dos materiais em escala micro ou
macroscopica (BURDA et al., 2005; RODUNER, 2006). Entao, quando os oxidos de
metais de transi¢ao sao sintetizados em tamanhos nanométricos, assim como qualquer

outro material, a redugao do tamanho pode provocar modificacdes na estrutura
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cristalina, na estrutura eletronica e na area superficial, o que influenciam diretamente
nas propriedades fisico-quimicas desses materiais (RODRIGUEZ; FERNANDEZ-
GARCIA, 2007; O'BRIEN et al., 2012).

Dentro da grande quantidade de 6xidos de metais de transicao que vém sendo
produzidos em escala nanométrica, aqueles derivados do 6xido de titanio (TiOz) vém
atraido consideravel atencdo por uma série de motivos. Um deles esta diretamente
ligado ao conhecimento bem estabelecido do comportamento fisico-quimico das
diferentes fases do 0xido de titanio e de titanatos lamelares (WU et al., 2012; ZHANG
et al., 2015). O emprego na composicao de varios produtos comerciais utilizados no
dia-a-dia, como pasta de dentes, protetores solares e tintas associados a
biocompatibilidade, pequena ou nenhuma toxicidade e baixo custo, incrementam
ainda mais essa lista (WU et al., 2012; BAI; ZHOU, 2014). Nesse sentido, diferentes
metodologias tém sido utilizadas para a sintese de nanoestruturas derivadas do déxido
de titanio com diferentes morfologias. Assim, nanoparticulas esféricas (PAL et al.,
2007), nanotubos (KASUGA et al., 1998, GONG et al., 2001), nanofios (ZHANG et al.,
2002), nanofitas (MA et al., 2005, MORGAN et al., 2010), nanobastoes (ZHANG; GAO,
2003), nanofolhas (YANG et al., 2009), nanocubos (HU et al., 2019), bem como
superestruturas, vém sendo largamente explorados (BIAN et al., 2012; LEE et al., 2015)

(ver Figura 3.1.1).

Os materiais nanoestruturados derivados do 6xido de titanio tém propriedades
analogas as do 6xido de titanio (as diferentes fases do 6xido de titanio). Eles sao
semicondutores (band gap que varia de 2,7 a 3,87 eV (HONG et al., 2003; SAKAl et aL.,
2004; WANG et al., 2007; LI et al., 2015). A estrutura eletronica desses materiais pode
ser facilmente alterada através de processos de dopagem e/ou sensibiliza¢ao, ambos
viabilizando a diminui¢ao do band gap (CHANG et al., 2011; SOUZA et al., 2016). Esse
fato, atrelado a arquitetura nanoestruturada de elevada area superficial (que varia de
100 a 400 m?> g') (ANASTASESCU et al., 2016), faz com que os derivados
nanoestruturados do 6xido de titanio ja venham sendo aplicados como catalisadores,
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tanto como fase ativa ou como suporte (LIN et al., 2002; AKITA et al., 2005; BAVYKIN,
LAPKIN, et al, 2005 IDAKIEV et al., 2005, KLEINHAMMES et al., 2005);
fotocatalisadores (BIAN et al., 2012; SHAHID et al., 2014; YAN et al., 2014, MAHMOUD
et al., 2017, SANDOVAL et al., 2017); como componentes de sensores de gases (BAI E
ZHOU, 2014; BERTUNA et al., 2016), células solares (BAI et al., 2014) e células a
combustivel (ANASTASESCU et al., 2016); como dispositivos eletrocromicos
(TOKUDOME; MIYAUCHI, 2005; YE et al., 2016); como adsorventes para aplicagdes
ambientais (ZHANG et al., 2015); catodos de baterias ion-litio (ORTIZ et al., 2009;
XIONG et al., 2011; BRUTTI et al., 2012; TANG et al., 2014); e como supercapacitores

(ZHOU et al., 2015; FUKUHARA et al., 2016).

Figura 3.1.1 - Diferentes morfologias de materiais derivados do 6xido de titanio. (a) nanotubos de
titanato de hidrogénio (Fonte: DU et al., 2001) (b) nanobastdes de 6xido de titinio (rutilo) (Fonte:
ZHANG; GAO, 2003), (c) nanocubos de 6xido de titinio (anatase) (Fonte: DO et al., 2018), (d) nanofios
de polititanato de potassio (Fonte: SHAHID et al., 2014) e (e) nanofitas de titanato de hidrogénio
(Fonte: MA et al., 2005).

Os derivados de 6xido de titanio nanoestruturados podem ser obtidos na forma
de algum dos aldtropos do TiO: (anatase, rutilo, brookita etc.) ou como titanatos
lamelares. O interesse do presente trabalho ¢ na producao de titanatos lamelares

nanoestruturados. Esses materiais, assim como as diferentes fases TiO:, sao compostos
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de unidades octaédricas de TiOs (KORDAS et al., 2015; ZHANG et al., 2015). Os
octaedros de TiOs sdo conectadas através dos vértices, faces e arestas, formando
estruturas lamelares anisotropicas (KORDAS et al., 2015; ZHANG et al., 2015). As
folhas apresentam uma carga liquida negativa sendo compensada pela presenca de
cations na regiao interlamelar (KORDAS et al., 2015; ZHANG et al., 2015) (Ver Figura
3.1.2). A escolha dos titanatos se deve a facilidade de obtencao desses materiais com
diferentes morfologias como nanofitas, nanotubos, nanofios e nanobastoes através de
pequenas alteragdes nas condi¢oes de sintese (YUAN; SU, 2004). Além disso, esses
materiais com formas distintas podem ser utilizados para obter materiais de diferentes
fases do 6xido de titanio com manuten¢ao, ou nao, das morfologias dos materiais de
partida, simplesmente através do aquecimento controlado de tais materiais

(YOSHIDA et al., 2005; MORGADO et al., 2006).

Figura 3.1.2 — Exemplo de estrutura lamelar dos titanatos. Adaptado de GAO et al., 2009b.
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3.1.1.1 Sintese de Titanatos Nanoestruturados

Os titanatos nanoestruturados sdao obtidos através de reacdes quimicas
processadas em solugao alcalina em temperaturas moderadas. O primeiro grupo a
reportar tal sintese foi o de Kasuga e colaboradores, em 1998, para a obtencao de
nanotubos de titanato (KASUGA et al., 1998). A sintese pode ser realizada sob pressao
ambiente, utilizando um condensador de refluxo ligado ao sistema reacional (WANG
et al., 2004) ou pode ser administrada em pressoes ligeiramente maiores do que a

pressao ambiente através do uso de um reator hidrotérmico (KASUGA et al., 1998).

Para a fabricagao de titanatos nanoestruturados, a fase anatase, rutilo e brookita
(MENG et al., 2004), 6xido de titanio amorfo (YUAN; SU, 2004), folhas de titanio
metalico (INOUE et al., 2010), dissulfeto de titanio (CHEN et al., 2003) e titanato de
sodio (WANG et al., 2003) vém sendo utilizados como precursores na sintese de
titanatos lamelares nanoestruturados. Esses materiais devem ser dispersados em uma
solucao concentrada de hidréxido de sédio (2,5-20 mol L) e, em seguida, a mistura é
aquecida numa faixa de tem temperatura que varia de 100-280°C, durante algumas
horas (ANASTASESCU et al., 2016). Depois, o produto obtido é filtrado, lavado com
dgua ou com uma solugao acida diluida e secado. Através desse método podem ser
obtidos nanotubos, nanofolhas, nanofitas, nanofios e nanobastdoes (ANASTASESCU et
al., 2016). A Equagdo quimica (1) mostra a reagao do éxido de titanio com o hidréxido

de sodio (ZHANG et al., 2015).

A
Y TiOy) + x NaOHqq) > NayTiy 0y /242y + (x/2)H,0(s) Eq.1

Uma dada morfologia pode ser obtida mediante o controle de alguns
parametros de sintese como o tipo e tamanho dos cristalitos dos precursores, o tipo e
concentracao da solucdo alcalina, temperatura de sintese e duracdo do processo. Os
efeitos gerados pelo tipo e tamanho dos precursores, concentracao da solugao e

temperatura de sintese podem ser visualizados através do diagrama morfoldgico de
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fases elaborado por Morgan e colaboradores (2010), ver Figura 3.1.3. Eles avaliaram
trés diferentes amostras comerciais de 6xido de titanio, anatase (112 nm), rutilo (320
nm) e Degussa P25 (25 nm) (75% anatase e 25% rutilo) submetidas a tratamentos
hidrotérmicos em solucao alcalina de concentracdes de 5, 7,5, 9 e 10 mol L' e, em
temperaturas de 100 a 220 °C por 20 h. No diagrama, a presenga de trés fases distintas
pode ser observada: nanoparticulas que se referem as particulas dos precursores
utilizados, nanotubos e nanofitas, que sdo os produtos gerados durante o tratamento
hidrotérmico em diferentes condi¢des de temperatura e concentracao da solucao de
hidroxido de sodio. Assim, avaliando o diagrama das amostras estudadas, algumas

informagOes podem ser obtidas:

a) a transformacao de nanoparticulas para nanotubos e nanofitas ocorre para
todos os precursores analisados;

b) verifica-se um aumento da concentracao do material nanoestruturado com
o aumento da concentra¢do da solugao alcalina e da temperatura de sintese,
independente do precursor;

c) observa-se que a temperatura necessaria para que ocorra a transformagao
das nanoparticulas em nanotubos e nanofitas diminui com a diminui¢do do
tamanho médio dos cristalitos dos precursores investigados;

d) as nanofitas sao obtidas em temperaturas maiores que as dos nanotubos.
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Figura 3.1.3 - Diagrama de fase morfoldgico do éxido de titanio nas fases anatase, rutilo e da mistura
das fases anatase (75%) e rutilo (25%) (Degussa P25). Fonte: MORGAN et al., 2010.

92



O ponto chave para compreender as observagdes destacadas acima € a
solubilidade dos precursores nas condi¢des investigadas. A concentracao de
nanotubos cresce com o aumento da concentragao e da temperatura devido a maior
solubilidade dos precursores, o que implica em um maior namero de quebras das
ligagoes Ti-O-Ti, proporcionada por essas condigoes (BAVYKIN et al., 2007, MORGAN
et al., 2011). Além disso, a solubilidade aumenta com a diminui¢ao das dimensodes das
particulas precursoras (BAVYKIN et al., 2007; MORGAN et al., 2011). E por isso que o
precursor Degussa P25, que apresenta particulas de menores tamanhos, é mais
facilmente solubilizado em solugdes com menor concentragao de hidroxido de sédio e

em uma temperatura mais baixa.

O efeito do tipo de solugao alcalina também foi investigado e verificou-se que
a substituicao do hidroxido de sodio, pelo hidroxido de potassio ou de litio, altera a
morfologia dos materiais produzidos (MASAKI et al., 2002; DU et al., 2003; WANG et
al., 2007). Nesse caso do hidréxido de potdssio, nanofios de titanato sao obtidos em
temperaturas acima 160°C. Além disso, Bavykin e colaboradores (2007) observaram
que os nanotubos de titanato podem ser produzidos com o hidréxido de potassio em
menores temperatura (56-106 °C). No entanto, o rendimento dos nanomateriais
produzidos por essa rota é em torno 40% e um longo tempo de sintese é requerido
(BAVYKIN et al., 2008). A Figura 3.1.4 exibe as faixas de temperatura necessarias para
a obtencao dos titanatos nanoestruturados com diferentes morfologias, quando sao

empregados o hidroxido de sédio e o hidroxido de potassio.

1< Nanotubos >|< Nanofibras KOH

|< Nanotubos ’|<Nanof1bras NaOH

r 1 1T 1 1© 1 1©v1 §© 1§ 117 T/
60 80 100 120 140 160 180 200

Temperatura (°C)

Figure 3.1.4 - Faixa de temperatura para a formacao de nanotubos e nanofibras obtidas com solucdes
de hidroxido de sddio e hidréxido de potassio. Adaptado de BAVYKIN, 2007.
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Como a presenca do hidréxido de potassio reduz a temperatura de sintese dos
titanatos nanoestruturados, o grupo de Bavykin também estudou a sintese de titanatos
nanoestruturados a partir da mistura do hidréxido de sodio e hidroxido de potassio
com diferentes fragdes molares (BAVYKIN et al., 2008). Esses autores verificaram que,
quando a razao molar ¢ de NaOH/KOH = 50:1, ocorre uma completa transformagao do
oxido de titanio em nanotubos de titanato na temperatura de 100 °C em um periodo
de 48 h (BAVYKIN et al., 2008). O motivo de os nanotubos e nanofios serem produzidos
em temperaturas diferentes sera discutido a seguir juntamente com o mecanismo de

formacao dos titanatos nanoestruturados.

3.1.1.2 Mecanismo de Formacao dos Titanatos Nanoestruturados

Como ja foi comentado acima, a morfologia dos titanatos nanoestruturados
pode ser controlada ajustando as condi¢des reacionais, como temperatura e
concentracdo da solugdo alcalina. O esquema indicado na Figura 3.1.5 mostra as
condi¢Oes necessdrias para a obtengao de uma dada morfologia. Para entender como
essas morfologias sdao geradas, varios mecanismos vém sendo propostos ao longo
desses anos. Todos, no entanto, compartilham de um “mecanismo” geral de formacao
que é 0 3D->2D->1D (Figura 3.1.8) (WANG et al., 2002). Ou seja, particulas de 6xido de
titanio (com estrutura tridimensional), sob condi¢des hidrotérmicas alcalinas, sao
transformadas em materiais com estruturas lamelar (bidimensional), e por fim, essas
estruturas podem ser dobradas ou empilhadas gerando estruturas unidimensionais

como nanotubos e nanofios (MORGAN et al., 2010).
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Rutilo .
gj NaOH 10 M, 24 h, Temp. 110 - 160°C Nanotubos de titanato de
Brookita é‘ sodio

E‘ NaOH 10 M, 24 h, Temp. > 160°C Nanofibras de titanato de
Titanio Metalico o sodio

- o

=] KOH 10 M, 24 h, Temp. > 100°C Nanofios de titanato de
Sulfeto de Titanio potassio

Titanato de Sodio

Figura 3.1.5 - Rotas de sintese para a obtencdo de titanatos nanoestruturados.

3.1.1.2.1 Nanotubos

Nanotubos de titanatos produzidos via rota hidrotérmica alcalina sao cilindros
ocos com comprimentos que variam de algumas dezenas de nandmetros a dezenas de
micrometros (ANASTASESCU et al., 2016). Eles sao constituidos de multicamadas e
apresentam didmetro interno e externo que variam de 3 a 5 nm e de 5 a 15 nm,
respectivamente (ANASTASESCU et al., 2016). Além disso, os lados dos nanotubos
apresentam diferentes nimeros de camadas (ANASTASESCU et al., 2016). Diante
dessas caracteristicas, varios mecanismos foram propostos por diferentes grupos de
pesquisas, como Kasuga e colaboradores (1999), Wang e colaboradores (2002), Yang e
colaboradores (2003), Wang e colaboradores (2004), Bavykin e colaboradores (2004),
Kukovecz e colaboradores (2005). De maneira geral, quando as particulas de TiO:z sao
colocadas em uma solucao de hidréxido de sddio, nas condi¢des indicadas na Figura
3.1.5, as ligagoes Ti-O-Ti, entre octaedros que compdem a estrutura do TiO:2 sélido, sao
quebradas (KASUGA et al., 1999). Esse processo leva a formacao de espécies de Ti* na
forma de ions TiOes livres, monotitanatos (TiOs*, TiO2(OH)*) e de ions polititanicos
(TinOznim2™1) (WU et al., 2006). Através de reagdes de condensacdo e polimerizagao,
esses {ons recristalizam na forma de nanofolhas que, através de ligacdes de van der

Waals, se organizam formado um material de estrutura lamelar (BAVYKIN et al.,
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2004). As nanofolhas podem permanecer unidas ou podem sofrer exfoliacao (YAO et
al., 2003; ZHANG et al., 2003; MA et al., 2004). Assim, os nanotubos podem ser
formados a partir do enrolamento de uma tnica folha, ou através do curvamento de
nanofolhas empilhadas (YAO et al., 2003; ZHANG et al., 2003; BAVYKIN et al., 2004;
MA et al., 2004).

A forca motriz que proporciona o enrolamento ou curvamento das folhas se
deve a existéncia de ions de titanio com ligacdes coordenadas insaturadas na superficie
das nanofolhas. Saponjic e colaboradores (2005) verificaram a presenca de sitios
superficiais de titanio coordenativamente insaturados. Segundo eles, esses sitios
contém titanio penta-coordenado que controlam a forma e a cristalinidade dos
nanomateriais derivados de 6xido de titanio (SAPONJIC et al., 2005). Assim, os sitios
superficiais coordenativamente insaturados provocam um desequilibrio da carga
superficial das nanofolhas (SAPON]JIC et al., 2005, MORGAN et al., 2011), fazendo que
as nanofolhas se enrolem em nanotubos com o objetivo de minimizar esse efeito

(MORGAN et al., 2011).

3.1.1.2.2 Nanofibras (nanofios e nanofitas)

Com indicado Figura 3.1.5, as nanofibras sao obtidas em temperaturas maiores
do que os nanotubos. Bavykin e colaboradores (2007) verificaram um aumento da
concentracao de espécies de titanio (IV) na solu¢ao com o aumento da temperatura.
Ainda segundo Bavykin e coloboradores (2007), esse aumento na concentragao de
titanio na solucdo leva a uma maior taxa de crescimento das nanofitas, quando
comparada com a taxa de crescimento das nanofolhas nas condigdes em que sao
obtidos os nanotubos. Isso faz com que a espessura das folhas aumente, impedindo o
curvamento das folhas, levando a formagao de nanofitas (BAVYKIN et al., 2007). Para

a formagao de nanofios, a solugao alcalina utilizada é a de hidroxido de potéssio
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(KOH). Bavykin e colaboradores (2007) verificaram que o 6xido de titanio é mais
soluvel na solugao de KOH. Com isso, situagdo semelhante aquela descrita para a

formacao das nanofitas também € seguida para o caso dos nanofios.

3.1.1.2.3 Estrutura Cristalina dos Titanatos Nanoestruturados

Varios pesquisadores tém designado estruturas cristalinas monoclinica e
ortorrombica com diferentes composi¢des paras os titanatos nanoestruturados. A
Figura 3.1.6 exibe essas duas diferentes estruturas. Assim, formulas moleculares do
tipo Na(ou H):TisO7, NadH2TisO7 e H:TisOo.H20 representam as estruturas
monoclinicas comumente indicadas em diversos trabalhos (CHEN et al., 2002;
BAVYKIN et al., 2004; NAKAHIRA et al., 2004; NOSHEEN et al., 2009). Ja para as

estruturas ortorrOmbicas, sao atribuidas as seguintes formulas quimicas: Na(ou
H):Ti205.H.0O, Na(ou H)Ti204(OH)2, NaxH2xTi204.H20, HxTi2xsOx4O0s (x ~0,7, O =

vacancia) (MA et al., 2003; YANG et al., 2003; TSAL TENG, 2008; GAO et al., 2009a).
Além dessas estruturas, em 2011 o grupo de Andrusenko publicou um trabalho sobre
a estrutura cristalina de nanobastdes de titanato de sddio utilizando a técnica de
termografia de difracao automontada. De acordo com esse trabalho, os nanobastoes,
com férmula quimica NaTisOs(OH).2H:0, fazem parte do grupo espacial monoclinico
C2/m (ANDRUSENKO et al., 2011). Dessa forma, alguns pesquisadores adotaram esse
tipo de estruturas nas suas publicacdes (KOLL et al., 2013; SHIRPOUR et al., 2013;
SOUZA et al., 2014; ZHANG et al., 2017).

A falta de unanimidade para uma aceitacao de um certo tipo de estrutura em
detrimento de outras se deve a fatores apontado por Bavykin e colaboradores (2006).
A grande possibilidade de modifica¢des estruturais que os titanatos podem sofrer
durante a sintese, bem como, o tamanho dos cristais dos nanotubos de titanatos,

acabam contribuindo para o alargamento das reflexdes dos feixes de raios-X e, como
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consequéncia, ¢ obtida uma menor area de coeréncia nos padrdes de DRX desses
materiais (BAVYKIN et al., 2006). Além disso, a curvatura dos nanotubos reforcam
ainda mais o aumento da largura e deslocamento de picos, fazendo com que seja mais

dificil indexar a estrutura correta desses materiais (BAVYKIN et al., 2006).

Figure 3.1.6 - Estrutura cristalina de titanatos nanoestruturados (a) monoclinica do trititanato de
sddio e (b) ortorrombica da lepidocracita. Fonte: MA et al., 2003.

3.1.2 Sintese de Materiais Biomorficos

Como pode ser visto no Capitulo 1, a interagao de materiais bioldgicos e nao-
biologicos é capaz de originar materiais biohibridos com propriedade bastante
interessantes. No entanto, um outro caminho a ser seguido € o de “tomar emprestado”
a forma do material biolodgico com o objetivo de apenas reproduzir as suas
caracteristicas morfoldgicas (SOTIROPOULOU et al., 2008). Nesse caso, o material

biologico atua como biotemplate e normalmente € eliminado apds a deposicao ou a
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montagem do material de interesse guiado pela estrutura biologica (SOTIROPOULOU
et al., 2008).

A utilizacao de “templates” ou moldes para a replicar materiais de diversos
tipos com forma previamente desejada, é uma pratica desenvolvida a muitos anos
(HULTEEN; MARTIN, 1997). Empregar materiais bioldgicos como template traz
algumas vantagens em comparagao com 0s materiais inorganicos empregados como
moldes. Por exemplo, os materiais biologicos possuem morfologias bastante
complexas, no entanto, existe uma sofisticada organizacgao estrutural que é facilmente
repetida dentro das espécies bioldgicas (CARUSO, 2004). A grande variedade de
materiais biologicos implica em uma grande diversidade de formas que podem ser
exploradas (CARUSO, 2004). Além disso, os processos de obtengao dos moldes
bioldgicos se enquadram na chamada quimica verde, ou seja, todos os reagentes
empregados ndo geram prejuizos ao meio ambiente e a producao é considerada de
baixo custo (ZHOU et al., 2007; ZAN; WU, 2016). Por outro lado, os moldes inorganicos
sintéticos tradicionalmente utilizados, sempre requerem varias etapas de sintese, além
do alto custo de producao e da dificuldade de remocao do template no final do

processo (XIE et al., 2016).

Varios materiais bioldgicos ja vém sendo empregados como biotemplates como
virus, bactérias, algas, fungos, plantas, partes de insetos, fios de cabelo humano e pelos
de animais, células vivas, entre outros (CARUSO, 2004). A Figura 3.1.7 exibe alguns
materiais biomorficos. Por exemplo, na Figura 3.1.7(a), Zhou e colaboradores (2007)
obtiveram esferas ocas de 6xido de zinco (ZnO), usando bactérias esféricas como
biotemplates. Ja na Figura 3.1.7(b), frustulas de algas diatomdceas foram empregadas
por Payne e colaboradores (2005) para produzir réplicas desse material com a
composicao de prata metalica. Na Figura 3.1.7(c), Fontes e colaboradores (2014)
interagiram fungos filamentosos com nanoparticulas de ouro para a sintese de

microtubos de ouro.
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Figure 3.1.7 — Exemplos de materiais biomoérficos. (a, b) esferas de 6xido de zinco obtidas via
calcinacdo da bactéria Streptococcus thermophilus decorado de ZnO (Fonte: ZHOU et al., 2007). (c, d)
frastulas de prata metalica preparadas via calcinacdo das frastulas da diatomacea Synedra spp
revestida de Ag(s) (Fonte: PAYNE et al., 2005). (e, f) microtubos de ouro produzidos via calcinac¢ao do
fungo Phialomyces macrosporus recobertos com nanoparticulas de ouro (Fonte: FONTES et al., 2014).

A produgao de materiais biomorficos segue um padrao geral, que consiste na
imobiliza¢ao de materiais inorganicos na superficie do componente bioldgico (vivo ou
nao) a ser imitado (CARUSO, 2004). Apos esse processo, uma etapa adicional é
requerida para eliminacdo do biotemplate e obtencdo do material inorganico
biomorfico. Um dos procedimentos mais empegados para a remocao do componente
biologico é o aquecimento controlado dos biohibridos em temperaturas elevadas (300-

800 °C) (ZHOU et al., 2007; ZHANG et al., 2010; REHMAN et al., 2011; SHIM et al., 2011;
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LI et al., 2012; YU et al., 2013; FONTES et al., 2014; SELVAKUMAR et al., 2014). Os
processos de calcinacao, além de degradar o componente bioldgico, podem promover
mudancas de fase, ou alteragdes na morfologia do material inorganico de partida
(ZHANG et al., 2010; YU et al., 2013; HWANG et al., 2014). Apesar das vantagens na
utilizagao desse método, alguns inconvenientes com agregagao e/ou sinterizagao das

particulas podem acabar influenciando nas propriedades inicialmente desejadas (GU

et al., 2014).

Recentemente Bispo (2016) e Xu (2014) reportaram a integracao de dioxido de
titanio e de nanotubos de titanato, respectivamente, na parede celular de fungos
filamentosos para produc¢ao de materiais biohibridos. Como ja discutido, quando o
oxido de titanio é dispersado em uma solugao de hidrdéxido verifica-se a transformagao
desse material em titanatos nanoestruturados. No entanto, ndo se sabe, por exemplo,
0 que ocorreria se a transformagao quimica do 6xido de titanio acontecesse na parede
celular de fungos filamentosos. Assim, diante do exposto, o objetivo geral desta parte
da tese é o de investigar o que ocorre quando didxido de titanio embebido na parede
celular do fungo filamentoso Phialomyces macrosporus (biohibrido P.m-TiOz) é
submetido a um tratamento hidrotérmico em meio basico. Especificamente,

pretendeu-se:
a. Preparar biohibridos de P.m/TiOz;
b. Submeter biohibridos de P.m-TiO:a tratamento hidrotérmico em meio basico;

c. Investigar a estrutura cristalina dos biohibridos e dos materiais biomorficos

através da técnica de difracao de raios-X (DRX);

d. Analisar a morfologia dos biohibridos, utilizando a técnica de microscopia
eletronica de varredura (MEV) e dos materiais biomorficos, produzidos usando

MEV e microscopia eletronica de Transmissao (MET);
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e. Investigar, qualitativamente, a composi¢do dos materiais biomorficos,
empregando a técnica de espectroscopia de absor¢ao de raios-X por energia

dispersiva (EDS), acoplada ao MEV;

f. Avaliar, com o auxilio das técnicas de MEV, DRX, espectroscopia na regiao do
infravermelho, se os biohibridos constituidos pela mistura de o6xidos de
titanio/pentdxido de vanadio e dxido de titanio/trioxido de tungsténio afetam

as caracteristicas estruturais e/ou morfologicas dos materiais biomorficos;

g. Propor um mecanismo de formagao dos titanatos nanoestruturados na

formagao dos materiais biomorficos.
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3.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.2.1 Reagentes

O didxido de titanio (Ridel-de Haén), hidroxido de sodio (F. Maia), pentdxido
de vanadio (Aldrich), trioxido de tungsténio (Merck), Czapek (Kasvi) foram utilizados

sem nenhum tratamento prévio.

3.2.2 Producio de Biohibridos com Oxidos de Titanio (P.m-TiO:)

A producao de biohibridos fungo/TiO: foi feita dispersando 100 mg do TiO:
(fase anatase) em 25 mL de 4gua deionizada, com um auxilio de uma sonda
ultrassonica de 20 kHz, durante 20 min. Em seguida, separou-se 1 frasco Erlenmayer
de 120 mL. Nesse frasco, foram adicionados 25 mL da suspensao do TiO:. O frasco foi
vedado com uma tampa feita de atadura e algodao hidrofdbico. Depois, o sistema e
um frasco Erlenmeyer de 120 mL, contendo uma soluc¢ao de Czapeck (contém sacarose
(30g L), nitrato de sodio (2,0 g L), sulfato de magnésio (0,5 g L), cloreto de potassio
(0,5 g L), sulfato ferroso (0,01 g L*) e difosfato de potassio (1,0 g L?)) foram

previamente esterilizados em uma autoclave vertical.

ApoOs a esterilizagao dos frascos, em uma autoclave, 25 mL da solugdo de
Czapeck foram adicionados ao fraco Erlenmeyer, contendo 25 mL da suspensao de
TiOz. Depois, 100 pL. de uma suspensao de esporos do fungo Phialomyces macrosporos
foram introduzidos no frasco sistema contendo TiO:. Todo esse procedimento foi
realizado numa capela de fluxo laminar, previamente higienizada. Depois, o frasco foi

colocado numa incubadora para crescimento do fungo durante 4 dias.

Apos o quarto dia, o biohibrido P.m-TiO: foi retirado do meio de crescimento e

lavado varias vezes com dgua deionizada para retirar as particulas de dxido
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fracamente ligada a parede celular do fungo. O biohibrido produzido ficou
armazenado em um frasco de penicilina contendo agua deionizada esterilizada. Esse
experimento foi realizado em triplicata, juntamente com os experimentos controles

(fungo puro e suspensao de TiO: em Czapeck) para efeito de comparagao.

3.2.3 Producao de Materiais Biomorficos a partir do Biohibrido P.m-TiO2

Para preparar os materiais biomorficos, aproximadamente 4,0 g de P.m-TiO:
foram colocados em um fraco de teflon e, depois foram adicionados 30 mL de uma
solucao de hidroxido de sodio 10 mol L. O frasco de teflon foi inserido em uma
autoclave e levado a uma estufa, onde permaneceu por 72 horas em temperatura
controlada na faixa de 100°-140 °C. Apods o tratamento hidrotérmico, o s6lido branco
resultante foi lavado com uma agua ultrapura até a solucao de lavagem atingir o pH

8. O sdlido obtido foi congelado e, depois, liofilizado.

3.2.4 Producao de Biohibridos com TiO2/WO:s e de Biohibridos com TiO2/V:0s
com Diferentes Quantidades de Pentéxido de Vanadio

Inicialmente, foi proposto a realizagao de um processo de dopagem, misturando
o oxido de tungsténio e o 6xido de vanadio ao 6xido de titanio, integrando a mistura
a parede celular do fungo. No entanto, como serd visto mais adiante, a mistura
aparentemente levou a uma mudanga da morfologia dos materiais biomorficos

produzidos.

Para a obtencao dos biohibridos com TiO2/WOs (ou com TiO2/V20s), 100 mg de
TiO:z e 25 mg de trioxido de tungsténio (ou de pentdxido de vanadio) foram misturados
em 25 mL de dgua deionizada e sonicados durante 20 min. Depois, o procedimento

seguiu as mesmas etapas descritas para a producao do biohibrido P.m-TiOs.

104



Como o sistema constituido por TiO2/V20s se mostrou mais interessante, a
producao de biohibridos foi repetida, variando as quantidades de V:0s. Assim,
sistemas biohibridos foram preparados utilizado 100 mg de TiO2, misturando 5 mg e
10 mg, respectivamente, para gerar os sistemas denominados de P.m-TiO2/V20s (5%),

P.m-TiO2/V205 (10%).

3.2.5 Producao de Materiais Biomorficos a partir do Biohibrido P.m-TiO2/WOs (ou
P.m-TiO2/V205)

Para preparar os materiais biomorficos, aproximadamente 4,0 g de P.m-
TiO2/WO:s (ou P.m-TiO2/V20s com as diferentes quantidades de pentdxido de vanadio)
foram colocados em um frasco de teflon e, depois, foram adicionados 30 mL de uma
solucao de hidréxido de sédio 10 mol L. O frasco de teflon foi inserido em uma
autoclave e levado a uma estufa, onde permaneceu por 72 horas em temperatura
controlada na faixa de 100-140 °C. Apds o tratamento hidrotérmico, o sélido branco
resultante foi lavado com uma agua ultrapura até a solucao de lavagem atingir o pH

8. O sdlido obtido foi congelado e, depois, liofilizado.

3.2.6 Producao de Materiais Biomdrficos a partir do Biohibrido Pm-TiO: e P.m-
TiO2/V:0s Empregando Diferentes Concentracdes da Solucao de NaOH

Para preparar os materiais biomorficos utilizando diferentes concentragdes da
solucdao de NaOH, aproximadamente 4,0 g de P.m-TiO: ou de P.m-TiO2/V20s (25%, ou
10% ou 5% de pentdxido de vanadio com relagao ao 6xido de titanio) foram colocados
em um frasco de teflon e, depois, foram adicionados 30 mL de uma solugdo de
hidroxido de so6dio 6,5 mol L. O frasco de teflon foi inserido em uma autoclave e
levado a uma estufa, onde permaneceu por 72 horas em temperatura controlada na

faixa de 100-140 °C. Apods o tratamento hidrotérmico, o solido branco resultante foi
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lavado com uma agua ultrapura até a solugao de lavagem atingir o pH 8. O sdlido

obtido foi congelado e, depois, liofilizado.

O mesmo procedimento foi repetido para os biohibridos empregando solugoes

de hidréxido de sddio de concentragdes 7,5 e 8,0 mol L, respectivamente.
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3.3 CARACTERZACOES

3.3.1 Difracao de Raios X - DRX

Os difratogramas de raios X foram obtidos utilizando-se um equipamento
Shimadzu XRD-7000, com feixe de radiacao monocromatica de 1,5406 A (Cu-Ka). Os
parametros de andlise foram: voltagem de 40 kV, corrente de 30 mA, intervalo de
varredura de 5° a 60° e velocidade de varredura de 2,0000 (deg.min™). As analises de
DRX foram realizadas no Instituto de Educagao, Ciéncia e Tecnologia Baiano, campus
Catu. Para a realizacao das medidas de DRX, as amostras foram secadas em uma

camara de ponto critico (Leica EM CPD 030, FIOCRUZ-Ba).

3.3.2 Microscopia Eletronica de Varredura e Espectroscopia de absor¢ao de raios-
X por energia dispersiva

As imagens de microscopia eletronica de varredura e os espectros de raios-X e
os mapas elementares foram obtidos, utilizando equipamento JEOL JSM 6610LV com
o detector de energia dispersiva de raios-X. As medidas foram realizadas no
Laboratorio Multiusudrio de Microscopia Eletronica (LAMUME) do Instituto de Fisica
da UFBA. Para aquisicao das imagens, as amostras foram secas em uma camara de

ponto critico (Leica EM CPD 030, FIOCRUZ-Ba).

3.3.3 Microscopia Eletronica de Transmissao

As imagens de microscopia eletronica de transmissao foram obtidas, utilizando
o equipamento JEOL EM 1230 operado em 100 kV. As medidas foram realizadas na
central de Microscopia da Fundacao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) em Salvador.
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3.3.4 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier — FTIR

Espectros de infravermelho com transformada de Fourier dos materiais
produzidos, sob a forma de pastilhas composta com KBr, foram obtidos usando um
espectrometro de FTIR Perkin-Elmer-100. A regiao de 400-4000 cm foi utilizada para

a realizacao das medidas.

3.3.5 Espectroscopia Raman

As andlises de espectroscopia Raman foram realizadas no Laboratorio
Multiusudrio de Microscopia Eletronica (LAMUME) do Instituto de Fisica da UFBA.
Os espectros foram obtidos utilizando-se um espectrometro Raman da JASCO, modelo
NRS-5100 com fonte de laser, emitindo radiacado monocromatica em 532 nm. O
equipamento possui um microscopio 6tico acoplado com trés objetivas de 50x, 200x e

1000x. Os materiais foram analisados no intervalo de niimero de onda de 87 a 1000 cm-

1
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3.4 RESULTADO E DISCUSSOES

Seguindo a investiga¢do do processo quimico de transformagao do didxido de
titanio (fase anatase) na parede celular do fungo Phialomyces macrosporus (P.m),
biohibridos constituidos de P.m-TiO: foram preparados a partir da metodologia
estabelecida por Bispo (2016). A escolha do fungo P. macrosporus foi motivada por sua
capacidade em assimilar uma grande quantidade de materiais na parede celular
(FONTES et al., 2014; BISPO, 2016). A Figura 3.4.1(a) exibe o difratograma do TiO: (1)
e do P.m/TiO: (2). O padrao de DRX dos dois sistemas apresentam os mesmos picos
em 25,23° (hkl: 101), 37,74° (004), 48,05° (200), 53,92° (105) e 55,06° (211) correspondentes
a fase anatase do 6xido de titanio, fato ja verificado por Bispo (2016). Nas Figuras
3.4.1(b e c), as imagens de MEV do sistema P.m-TiO: revelam que as hifas fungicas
estdo completamente revestidas por particulas de 6xido, formando uma camada

relativamente espessa de particulas de TiO», integradas na parede celular do fungo P.
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Figura 3.4.1 - (a) Difratograma de raios -X de (1) TiO:z e (2) P.m-TiOz. Micrografias eletroénicas de
varredura do P.m-TiO:2 (b) 3000x de aumento e (c) 23000x de aumento.
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A Figura 3.4.2 apresenta o difratograma de raio-X do biohibrido P.m-TiO:
submetido ao tratamento hidrotérmico em meio alcalino (solu¢ao de NaOH 10 mol L-
1), na faixa de temperatura de 110 a 140°C, durante 72 h. Quatro picos de difra¢ao 20 =
9,62°, 24,17°, 28,16° e 48,28° sao observados depois da tratamento em meio basico.
Comparando o difratograma de raios-X do biohibrido, antes e apos o tratamento
hidrotérmico (ver Tabela 3.4-1), verifica-se que o perfil indicado na Figura 3.4.2 é
completamente diferente daquele observado para a fase anatase do TiO: (ver Fig.

3.4.1(a)).

Intensidade (u.a)

7 14 21 28 35 42 49 56
26(°)

Figura 3.4.2 - Difratograma de raios-X do biohibrido P.m-TiO: ap6s tratamento hidrotérmico em meio

alcalino.

A diferenca nos picos de reflexao de biohibrido Pm-TiOz, apds o tratamento
hidrotérmico, indica uma completa mudanca da estrutura do material. Como se sabe,
nas condi¢des de sintese adotadas, o 6xido de titanio é transformado em nanotubos de
titanato (KASUGA et al., 1998). Os nanotubos possuem quatro picos de difragao largos
posicionados em 20 ~ 10°, 24°, 28°, 48°. Os valores dos picos de reflexao encontrados
para os biohibridos, apds o tratamento quimico, estio bem proximos dos valores
indexados para os nanotubos de titanato. Isso aponta para conversao do 6xido de
titanio, depositado no fungo, em nanotubos de titanato. O pico em 20 ~ 10° se refere
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ao espacamento interlamelar dos nanotubos de titanatos (CHEN, et al., 2002). Os
valores de espacamento basal estao dentro da faixa 0.8-0.9 nm (ANASTASESCU et al.,
2016). A distancia interplanar encontrada para os biohibridos apds o tratamento
hidrotérmico em meio basico foi de 0,918 nm. As pequenas variagdes na distancia
interlamelar entorno da faixa indicada, normalmente acontecem em func¢ao da
quantidade de moléculas de dgua e de ions sodio intercalados na estrutura lamelar dos
nanotubos titanatos (MORGADO et al., 2006). Vale ressaltar que a faixa de distancia
interplanar foi estabelecida para nanotubos de titanato de hidrogénio, o que pode
justificar o maior valor de distancia observado para o biohibrido apds o tratamento

hidrotérmico.

Tabela 3.4-1 - Angulos de difracdo e distincia interplanar do Pm-TiO: antes e depois do tratamento
hidrotérmico em meio basico.

P.m-TiO: antes do P.m-TiO: depois do

tratamento hidrotérmico tratamento hidrotérmico
20 (°) | Distancia (A) 20 (°) Distancia (A)
25,30 3,51 9,62 9,18
37,79 2,37 24,17 3,68
48,04 1,89 28,16 3,16
53,88 1,79 48,28 1,88
55,07 1,66 - -

A Figura 3.4.3 exibe as imagens de MEV dos biohibridos apds o tratamento
hidrotérmico em meio alcalino. A micrografia apresentada na Figura 3.4.3(a), em baixa
magnificacao, indica a formagao de estruturas com formatos tubulares ou ligeiramente
tubulares. Ja as Figuras 3.4.3(b e c) mostram que os microtubos apresentam tamanhos
com diversos comprimentos, na faixa de 30 a 100 um, e diametros interno e externo
com valores aproximados de 4-9 e 20 um, respectivamente. A morfologia microtubular
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estd associada a forma do fungo filamentoso utilizado como biotemplate. Além disso,
€ possivel observar que os microtubos possuem um dos lados abertos, o que permite
inferir que a maior parte do template bioldgico foi degradado durante o processo
hidrotérmico. A presenca da abertura dos microtubos pode ser reflexo de quebras
ocasionadas durante o processo reacional ou no momento de preparar as amostras

para a realizacdo das caracterizagoes.
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Figure 3.4.3 - Imagens de microscopia eletronica de varredura do biohibrido tratado
hidrotermicamente em meio alcalino. (a) aumento de 350x, (b) 6000x (c) 8000x e (d) 23000x.

Na Figura 3.4.3(d), para a imagem em uma maior magnificagao, pode ser visto
que os microtubos sao constituidos de estruturas fibrilares. Essas estruturas estao
distribuidas ao longo de toda regido microtubular, ndo apresentam uma direcao
preferencial e ainda possuem comprimentos maiores que 1 um. Esses resultados,

juntamente com os dados de espectroscopia de energia dispersiva na forma de mapa
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elementar, exibidos na Figura 3.4.4, indicam que os microtubos e, consequentemente

as estruturas fibrilares, sdo compostos por atomos de titanio, oxigénio e sodio.

Ti Kal

50um 50um

Figure 3.4.4 - Imagens do mapa elementar dos biohibridos tratados hidrotermicamente em
meio alcalino obtidos via espectroscopia de energia dispersiva (EDS).

Detalhes dos materiais nanoestruturados organizados para formar os
microtubos podem ser vistos nas imagens de microscopia eletronica de transmissao
(MET) exibidos na Figura 3.4.5. Na Figura 3.4.5(a), é mostrado um corte transversal
dos microtubos. Nesse tipo de imagem é possivel verificar que os nanofios se
distribuem ao longo de toda a regiao radial do microtubo. Com a ampliacao da
imagem (Figura 3.4.5(b)), pode ser observado a organizacao aleatdria das estruturas
semelhante a fios, confirmando mais uma vez a auséncia de uma ordem direcional
desses materiais. Para uma amplia¢ao ainda maior da regiao estudada (Figura 3.5.5(c)),
€ visto que os materiais nanoestruturados apresentam morfologia nanotubular.

Infelizmente, ndo foi possivel realizar imagens que destacasse um nanotubo
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individualmente em maior magnificagio. Apesar disso, a micrografia da Figura
3.4.5(c) apresenta algumas caracteristicas comumente encontrada em nanotubos de
titanato como abertura nas extremidades (ver seta amarela na Fig.(3.4.5 c)), presenca
de multicamadas, fruto de um processo de enrolamento de folhas de titanato para a

formacao das estruturas tubulares (ANASTASESCU et al., 2016).

Figure 3.4.5 - Micrografias eletronicas de transmissdo do corte transversal de microtubos (a) com
aumento de 8 000x, (b) com aumento de 150 000x e (c) com 250 000x.

Os microtubos de nanotubos de titanato de sodio serdo, a partir de agora,
abreviados como Pm-NaTiNTs. Para avaliar as propriedades vibracionais do sistema
P.m-NaTiNTs, medidas de espectroscopia na regiao do infravermelho foram
realizadas. A Figura 3.4.6 exibe o espectro de infravermelho (FT-IR) do (a) do Pm-TiO:
e (b) do P.m-NaTiNTs. Os dois sistemas apresentam perfis ligeiramente diferentes em
funcao da organizacao estrutural do octaedro TiOs quando ¢ formado o titanato
nanoestruturado. Para ambos os materiais, as vibragoes das ligagdes dentro da faixa
400-800 cm! correspondem as ligagdes Ti-O (SUN; LI, 2003). A banda mais fina,

localizada em 473 cm™ para o P.m-NaTiNTs, é observada no trititanato de sodio e se
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refere ao dobramento simétrico da ligacao O-Ti-O (SILVA et al.,, 2018). As bandas
localizadas em 1630 cm™ e aquela préoxima de 3400 cm™? sao referentes a vibracao das
ligagcdes O-H de moléculas de dgua adsorvidas na superficie dos materiais. Para os
nanotubos de titanato de sodio, esse pico € mais largo e indica a presenga de agua co-
intercalada (SUZUKI; YOSHIKAWA, 2004). Por fim, a banda em 910 cm™ é devida ao
estiramento vibracional de liga¢des Ti-O mais curtas e o oxigénio esta coordenado com

ions sodio (SUN; LI, 2003).
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Figure 3.4.6 - Espectro de infravermelho do P.m-TiO: (a) e P.m-NaTiNTs (b).

Assim, o conjunto de resultados discutidos até agora indica que o 6xido de
titanio integrado a parede celular do fungo, nas condi¢des de sintese utilizadas, é
convertido em nanotubos de titanato de sddio. Isso significa que, para as condig¢des
adotadas, a parede celular do fungo nao influencia na transformacao do TiO: em
nanotubos. Ademais, a metodologia empregada leva a producao de um material
biomdrfico inédito, em que microtubos (a estrutura primadria) sdao constituidos pela
agregacao de nanotubos de titanato de sédio (a estrutura secunddria). Os nanotubos

sao mais longos do que aqueles obtidos via método convencional e contém moléculas
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de dgua e ions Na* localizados na regiao interlamelar. Nesse sentido, o tratamento
quimico empregado desempenha duas importantes fungoes: a transformacao da fase
do 6xido de titanio em nanotubos de titanato de sddio e a degradagao do biotemplate
levando a formac¢dao do material biomorfico. Como foi discutido na revisao
bibliografica, geralmente, a remogao do componente bioldgico se da através da
calcinacao do material biohibrido. Por outro lado, tratamentos quimicos empregando
solugdes aquosas de acidos, como acido fosforico, acido nitrico ou acido férmico ou
tratamento com bases, por exemplo, o hidréxido de sédio (MUMM et al., 2010; GU et
al., 2014) também sao utilizados. Como os processos quimicos de remogao podem ser
empregados em temperaturas mais baixas, tais métodos podem evitar os efeitos
indesejados que podem ser produzidos quando a calcinagao é utilizada para decompor

o template bioldgico.

Algumas consideragdes a cerca do comprimento dos nanotubos podem ser
feitas a0 comparar aqueles obtidos via biohibrido e via método convencional, que
empregam Oxidos como material de partida. Em ambos os procedimentos, os
precursores sao inseridos no meio reacional e mantidos em repouso durante todo o
processo. Para os nanotubos produzidos através do método hidrotérmico
convencional, foi verificado que os comprimentos obtidos estdao na ordem de centenas
de nandmetros até 1 um (ANASTASESCU et al., 2016), muito menores do que aqueles
preparados utilizando o biohibrido como material precursor (ver Fig 3.4.3). A taxa de
formacao dos nanotubos é governado por processos de difusao do dxido de titanio e
do hidroxido de s6dio no meio reacional (BAVYKIN et al., 2006; BAVYKIN et al., 2008;
MORGAN et al., 2010). Com isso, nas condigOes estaticas observadas no método
convencional, ocorre um lento processo de dissolu¢do do déxido de titanio e de
recristalizagdo na forma de titanato de sddio, gerando nanotubos mais curtos
(BAVYKIN et al., 2006; BAVYKIN et al., 2008; MORGAN et al., 2010). Para contornar
essa situacdo, o grupo de Tang (2014) acoplou, ao sistema reacional, um agitador

magnético que garantiu o controle da rotacao do sistema, aumentando, com isso, a taxa
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de difusdao dos reagentes e, consequentemente, as taxas de dissolugao/recristalizagao,
o que levou a produgao de nanotubos com comprimentos maiores que 1 pm (TANG
et al., 2014). Segundo Tang e colaboradores, baseado no modelo proposto por
Kukovecz e colaboradores (2005), o aumento do comprimento pode ser compreendido
através de um mecanismo de “anexagao orientado” em que nanofitas ou nanotubos
previamente produzidos atuam como sementes. Como o sistema se encontra sobre a
acao de uma forga centripeta devido a agitacdo empregada, a deposicao de
nanocristais ao longo do eixo de crescimento do nanotubos € acelerada, levando, com

isso, a0 aumento do comprimento do tubo (TANG et al., 2014).

No caso dos biohibridos, os processos de dissolucao e recristalizacao devem
ocorrer no mesmo ritmo daquele observado no método convencional. No entanto,
como o Oxido de titanio se encontra embebido na estrutura do fungo, verifica-se que
as particulas (estdo muito mais proximas umas das outras (ver Fig. 3.4.1(c)). Além
disso, como foi visto para biohibridos luminescentes, o P. macrosporus secreta
substancias adesivas no meio extracelular que reforcam ainda mais a uniao das
particulas de 6xido na parede celular do fungo. Isso pode garantir um aumento da taxa
de interacao entre os blocos TiOs gerados durante a reagao com o hidréxido de sddio
e, portanto, facilitar a anexagao de mais blocos nas folhas ou nos nanotubos de titanato
previamente formadas (KUKOVECZ et al., 2005). Assim, a estrutura do fungo atua
como direcionador de crescimento dos nanotubos, controlando o comprimento dos

mesmos a partir do tamanho da estrutura tubular dos fungos.

O processo de crescimento das hifas fungicas é polarizado (L, BOWERMAN,
2010; GOEHRING; GRILL, 2013). Esse tipo de crescimento também € observado em
alguns tipos de células como neurdnios, raizes de cabelo e tubo de polen (GOEHRING
E GRILL, 2013; RIQUELME, 2013). No entanto, somente nas hifas fungicas, € possivel
um crescimento ilimitado do comprimento da estrutura microtubular, desde que
exista um controle adequado das condi¢cdes do desenvolvimento do fungo

(MOMANY, 2002; RIQUELME, 2013). Assim, como os fungos podem crescer
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“indefinidamente”, € possivel, através da estratégia de producdao de biohibrido,

seguida do tratamento quimico em meio alcalino, obter nanotubos ainda mais longos.

O trabalho do grupo de Tang (2014) ainda mostrou que, durante o processo de
sintese sob rapida agitacdo, os nanotubos formados se apresentam levemente
dobrados. Esses autores verificaram que esses nanotubos se mostraram adequados na
construgao de eletrodos de bateria ions litio, 0os quais apresentaram um desempenho
muito melhor dos nanotubos, quando comparado com os nanotubos obtidos via
método convencional (TANG et al., 2014). Como pode ser visto na Figura 3.4.3, os
nanotubos distribuido ao longo da estrutura microtubular biomimética também estao
levemente dobrados. Seguindo esse raciocinio, talvez, os nanotubos obtidos via
precursor biohibrido, possam apresentar propriedades semelhantes. Futuros
experimentos nessa linha serao testados para avaliar a viabilidade desses materiais

com eletrodos de baterias ion litio.

Os nanotubos de titanatos sao semicondutores com um band gap maior do que
aqueles observados nas principais fases do 6xido de titanio, o que naturalmente
compromete na aplicagao desses materiais como fotocatalisadores, por exemplo. Para
contornar essa situagdo, sao empregados processos de dopagem e/ou sensibilizagao
dos nanotubos de titanato (SOUZA et al., 2016). A dopagem viabiliza o surgimento de
niveis de energia localizados no band gap (CHANG et al., 2011), enquanto que a
sensibilizagao facilita os processos de transferéncia de elétrons entre os nanotubos e a
espécie quimica sensibilizadora através de um caminho alternativo que requer menor
energia (ALVES et al., 2011). Tanto o processo de dopagem quanto o de sensibiliza¢ao
geralmente ocorrem apos a sintese dos nanotubos. Inicialmente, foi pensando em
alterar, de alguma forma, as propriedades Opticas dos nanotubos produzidos via
biohibrido. Nesse sentido, foi proposto misturar outros éxidos com o 6xido de titanio
durante o processo de obtencdao dos biohibridos. Os 6xidos selecionados foram o
pentdxido de vanadio (V205) o e tridxido de tungsténio (WOs), que apresentam band

gaps menores que o do 6xido de titanio e sao bastante empregados com suportes
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cataliticos em associacdo com a fase anatase do 6xido de titanio (LEE, 1999;
NOWOTNY, 2016). A escolha desses 0xidos também foi fundamentada em resultados
de trabalhos do grupo, ainda nao publicados, que demonstraram que os fungos
filamentosos interagem com os ¢xidos citados, proporcionando a producao de

biohibridos com esses diferentes tipos de 6xido.

Nesse sentido, os biohibridos constituidos pela mistura de 0xido de titanio com
os Oxidos de vanadio e tungsténio foram preparados e submetidos ao tratamento
hidrotérmico em meio basico. A quantidade de éxido de vanddio e molibdénio
utilizada correspondeu a 25% da massa do 6xido de titanio. As imagens de MEV para
os dois sistemas sdo mostradas na Figura 3.4.7. A Figura 3.4.7(a) se refere ao sistema
P.m-NaTiNTs/V20s, enquanto a Figura 3.4.7(b) é relativo ao P.m-NaTiNTs/WOQOs. Como
pode ser visto Figura 3.4.7, apos o tratamento hidrotérmico em meio alcalino, os dois
sistemas investigados também retiveram a estrutura microtubular do fungo.
Supreendentemente, os materiais nanoestrurados obtidos exibiram morfologias
completamente diferentes daquela previamente esperada. Para o sistema em que o
biohibrido cotinha V205, houve a formacdao de nanofitas bem definidas, com
comprimentos maiores que 1 um e com larguras que variam de 60 a 250 nm (Fig.
3.4.7(a-II)). Por outro lado, para sistema com WOs, a morfologia obtida se assemelha a
folhas enrugadas contendo, provavelmente, particulas de TiO: encrustadas (Fig.
3.4.7(b-1I)). Ambos os resultados indicam uma possivel acao dos 0xidos (V205 e WO:s)

na modelagem dessas nanoestruturas.

Os dados de microanadlise por EDS, de ambos os sistemas, indicam a presenca de
titanio, oxigénio, sddio, vanddio e tungsténio (Ver Apéndice III). Os espectros de
espalhamento Raman (ver Figura 3.4.7 a-III e b-1II), para ambos os sistemas, indicaram
a existéncia de picos caracteristicos de titanatos nanoestruturados (indicados por TN).
No entanto, apesar da formagao de nanoestruturas com morfologias distintas daquela
observada para o biohibrido contendo apenas o Oxido de titanio, também foi
observado a presenca de picos da fase anatase do 6éxido de titanio (indicado pela letra
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A). Isso indica que o TiO: nao foi completamente convertido em titanato
nanoestruturado. Os espectros Raman também nado apresentaram nenhum pico
correspondente ao V205 e nem ao WOs. Ambos os 6xidos reagem facilmente em meio
basico, formando espécies idnicas soltveis (VOs* e WO4*) (LIVAGE, 1991; WOOD,
1992).
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Figure 3.4.7 — (a) P.m-NaTiNTs/V20s, (I e II) imagens de MEV em aumentos de 2 500x e 10 000x,
respectivamente e (III) espectro Raman. (b) P.m-NaTiNTs/WOs, (I e II) imagens de MEV do tratado

em aumentos de 2 500x e 10 000x, respectivamente e (III) espectro Raman. A = anatase e TN = Titanto
nanoestruturado.
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O sistema constituido por 6xido de vanadio despertou um interesse particular
em virtude da formacao de nanofitas. Geralmente, as nanofitas sao obtidas
empregando temperaturas acima de 160 °C (MA et al., 2005). Dessa maneira, a
estratégia empregada possibilita a producdo de titanatos nanoestruturados com a
morfologia de fitas em menores temperaturas de sintese (100-140 °C). Assim, para
avaliar a extensao da influéncia do V20s na producao das nanofitas, biohibridos
contendo a mistura do 6xido de titanio com 5%, 10% e 25% de massa de V205 em
relagdo a massa do TiO:foram preparados. Os dados de DRX (somente para a amostra

com 25% de V20s) e FT-IR dos biohibridos sao exibidos na Figura 3.4.8.
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Figure 3.4.8 - (a) difratograma do P.m-TiO2/V205(25%) e (b) espectro de infravermelho de (1) P.m-
Ti02-V205(5%), (2) P.m-TiO2-V205(10%), (3) P.m-TiO2-V205(25%) e (4) P.m nativo.

A Figura 3.4.8(a) mostra o DRX do sistema P.m-TiO2/V20s (25%). Verifica-se que
todos os picos observados sdo caracteristicos da fase anatase do TiO:. A falta de picos
de reflexao do V205 pode estar associada a quantidade de particulas remanescente na
estrutura do biohibrido. Apds o tempo pré-definido de crescimento do biohibrido, um
processo de lavagem ¢é requerido para a remogao de particulas de TiO: fracamente
ligadas a estrutura do fungo. Entao, além do TiO., particulas de V205 também sao
retiradas do fungo durante o processo de lavagem. Assim, acredita-se que apds essa

etapa, as particulas de V205 estejam em menores quantidades e finamente dispersas na
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matriz bioldgica e por isso, nao sao detectadas pelo DRX. Da mesma forma, o espectro
de infravermelho dos sistemas com 5% (1), 10% (2) e 25% (3) de V205 exibidos na
Figura 3.4.8(b), apresentam bandas relativas as ligacdes Ti-O do oxido de titanio
localizados na faixa 400-1000 cm™ e as bandas na faixa de 1000 a 1700 cm™, sao
referentes aos estiramentos dos componentes da parede celular do fungo (GALICHET
et al., 2001; BEEKES et al., 2007). Dentro dessa faixa podem ser destacados os picos em
1036, 1080 e 1155 cm™ relacionados aos estiramentos das ligagdes C-O-C e C-O do anel
D-glicose e o estiramento assimétrico da ligagao C-O-C da ponte que liga dois anéis D-
glicose, respectivamente (BEEKES et al., 2007). As bandas referentes aos estiramentos
do V20s estao na faixa de 400 a 1100 cm (WONG et al., 1998), e estao sobrepostos pelos
sinais do TiO.. Como para o biohibrido P.m-TiO, as bandas dos componentes da
parede celular nao sao observadas (ver Figura 3.4.6), isso pode sugerir que a presenga
do V205 na parede celular leva a formagao de uma cobertura mais fina dos 6xidos sobre
algumas hifas, que durante o processo de maceragao para producao de pastilhas de
KBr, expdem tais hifas, possibilitando a detecgao de grupos da parede celular do

fungo.

As imagens de MEV e o difratograma dos trés sistemas, apds o tratamento
hidrotérmico, sdao apresentadas na Figura 3.4.9. Como pode ser visto, em todos os
sistemas houve a preservacao da estrutura microtubular das hifas. As imagens em
maiores magnificacoes revelam, para todos os sistemas, a presenca de nanofitas
compondo os microtubos. No entanto, a disposic¢ao das fitas ao longo dos microtubos
sao bem diferentes daquelas observadas na Figura 3.4.7 (a-II). As fitas estao mais
agregadas e, além disso, nanotubos também sdo observados em menor quantidade,
por exemplo, para o sistema contendo 5% de V:0s. Outro fato completamente diferente
daquele reportado acima, sao aos perfis dos padroes de DRX dos sistemas estudados.
A Tabela 3.5-4 exibe os valores dos angulos de reflexao e as distancias interplanares.
Todos os picos de reflexdo sdo caracteristicos de titanatos nanoestruturados,

evidenciando a completa conversao do dxido de titanio.
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Figure 3.4.9 - (a) P.m-NaTiNTs/V205(5%) (I e II) imagens de MEV em aumentos de 1100x e 10000x,
respectivamente e (ITI) difratograma de raios-X. (b) P.m-NaTiNTs/V205(10%), (I e II) imagens de MEV
em aumentos de 1100x e 15000x, respectivamente e (III) difratograma de raios-X. (¢) P.m-

NaTiNTs/V205(25%), (I e II) imagens de MEV em aumentos de 1200x e 16000x, respectivamente e (III)
difratograma de raios-X.
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Tabela 3.4-2 - Angulos de reflexio e distancia interplanares dos sistemas P.m-
NaTiNTs/V205(5%), P.m-NaTiNTs/V205(10%), P.m-NaTiNTs/V205(25%).

P.m-NaTiNTs/V205(5%) P.m-NaTiNTs/V205(10%) P.m-NaTiNTs/V205(25%)
20=9,88° | d=894A | 20=9,82° d=9,00 A 20 =9,75° d=9,05A
24,09° 3,69 A 24,11° 3,68 A 23,96° 3,71 A
28,14° 3,16 A 28,32° 3,15 A 28,09° 3,17 A
48,06° 1,89 A 48,05° 1,89 A 47,89° 1,89 A

Para tentar explicar as mudangas morfologicas observadas nos sistemas P.m-
NaTiNTs-V205(5%), P.m-NaTiNTs-V205(10%) e P.m-NaTiNTs-V205(25%), quando
comparado com aquele mostrado na Fig. 3.4.7(a), foi necessario revisitar o protocolo
de sintese. Uma das primeiras indagacdes se concentrou na forma do hidréxido de
sodio sdlido utilizado no preparo da solucdo. Para os sistemas mostrados na Figura
3.4.7, foi empregado o NaOH sdlido na forma de lentilhas. Assim, um teste simples do
preparo da solugao apontou que o volume da solugao final foi aproximadamente 12%
maior do que aquele previamente estabelecido. Isso se deve a adsor¢ao de vapor de
agua na superficie do NaOH solido. Com isso, a concentracao da solu¢ao de NaOH,
que deveria ser de aproximadamente 10 mol L, apresentou um valor menor e em
torno de 6,0 mol L. Isso, por exemplo, ajuda a entender o motivo da conversao
incompleta do 6xido de titanio em titanato nanoestruturado para os sistemas
indicados na Figura 3.4.7. Para o sistema P.m-TiO: e aqueles descritos na Fig. 3.4.9, o
NaOH usado foi o com formato de micropérolas que, como podde ser visto nas
caracterizacOes realizadas, viabilizou a transformacao total do TiO: em titanato
nanoestruturado, indicando que a concentracao da base foi suficiente para o sucesso

do tratamento quimico empregado.

Considerando que a mudanga da morfologia poderia ser fruto da influéncia do
oxido de vanadio, um experimento controle foi elaborado para testar a hipotese

levantada. O controle testado consistiu em uma suspensao formada pela mistura do
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TiO2 e V205 (25% da massa do TiO:), sem a presenca do fungo. Esse sistema foi
submetido a um tratamento hidrotérmico em meio bdsico, com temperatura na faixa
de 100 a 140°C. A solucao de hidroxido de sodio de concentracao 10 mol L' foi
preparada utilizando o NaOH na forma de micropérolas. As imagens de MEV,
juntamente com perfil de DRX, sao exibidos na Figura 3.4.10. As micrografias indicam
a formacao de titanatos nanoestruturados com morfologia predominantemente
nanotubular. Da mesma forma, os picos de DRX confirmam a completa transformacao
do TiO2/V20s5 em titanato nanoestruturado. Assim, como foi observado para o sistema
P.m-NaTiNTs/V205(25%) (ver Fig. 3.4.9(c)), nenhum pico referente a estrutura
cristalina do V20:s foi identificado, provavelmente em virtude da formacao de espécies

soltiveis no meio reacional.

a2

: : VL B :
BES 15kV ~ WD7mm  SS35 X2,000  10pm  — BES 15kV. . WD7mm - SS35 45'0@ 0:5)im 4
LAMUME - IF/UFBA LAMUME - IFJUFBA o i

Intensidade (u.a.)

5 '1'0.1'5'2'0'2'5'3l0'3'5'4'0'4'5'5'0'5'5 60
26 (°)

Figure 3.4.10 - Micrografia de MEV de NaTiNTs-V205(25%) em (a) em aumento de 2000x e (b) em
aumento de 40000x. (c) Difatograma de raios-X de NaTiNTs-V:05(25%).
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O espectro de EDS do sistema (ver Apéndice VI) confirma a existéncia de
atomos de vanadio, através das linhas de emissao caracteristicas desse elemento
quimico. No entanto, a linha Ka mais intensa utilizada para identificar tal elemento é
muito proxima da linha K3 do titanio, o que pode gerar interpretagdes questionaveis
com relacdo a presenca de vanadio na composi¢ao dos microtubos. Dessa maneira,
outras formas de caracterizacdo deverao ser empregadas para constatar se o vanadio

faz parte da composigao dos titanatos produzidos.

Diante dos resultados do experimento controle, pode se concluir que somente o
V205 ndo é suficiente para a obtencdo de titanatos com morfologia de nanofitas. O que
significa que o fungo pode exercer um papel importante para a formacao desse tipo de
nanoestrutura. Com isso, uma segunda hipotese foi aventada, focada na concentragao
da solucao de hidréoxido de sodio. Assim, foi organizado trés conjuntos de
experimentos em que a concentragao da solu¢cao de NaOH foi variada. O tratamento
hidrotérmico de biohibridos de P.m-TiO: em solugdes de concentragdes aproximadas
de 6,5, 7,5 e 8,0 mol L foram investigadas e os resultados sdao mostrados na Figura
3.4.11. A Figura 3.5.14(a) exibe as imagens de MEV do sistema tratado com a solugao
de hidréxido de sdédio de em torno de 6,5 mol L. As imagens revelam a presenca
microtubos constituido de nanofitas. As nanofitas obtidas estao relativamente mais
soltas quando comparadas com aquelas fabricadas a partir das amostras com
diferentes quantidades de V20s. No entanto, o perfil de DRX (ver Fig. 3.4.11(a-III))
exibe tanto os picos relativos ao titanato nanoestruturado quanto as reflexdes
referentes a fase anatase do oxido de titanio (20~ 25, 37, 53 e 54), indicando, mais uma
vez, a conversao parcial do TiO: em titanato. Quando, a concentracdo da solugao
aumenta para proximo de 7,5 mol L, as nanofitas continuam sendo formadas (ver Fig.
3.5.10(b - I e IIT)). Além disso, as medidas de difracao de raios-X (ver Fig. 3.5.10(b - III)),
para essa amostra, indica somente os picos caracteristicos dos titanatos
nanoestruturados. Isso aponta que a concentracao da solugao de NaOH em torno de

7,5 mol L, é suficiente para a completa transformacao do TiOz em nanofitas.
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Figure 3.4.11 - (a) P.m-NaTiNTs - 6,5 M (I e II) imagens de MEV em aumentos de 6500x e 20000x,
respectivamente e (III) difratograma de raios-X. (b) P.m-NaTiNTs-7,5M, (I e II) imagens de MEV em
aumentos de 6000x e 20000x, respectivamente e (III) difratograma de raios-X. ¢) P.m-NaTiNTs-7,5 M,
(I e II) imagens de MEV em aumentos de 6000x e 20000x, respectivamente e (III) difratograma de
raios-X.
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Por fim, para o sistema adicionado a solugao de NaOH de concentragao proxima
de 8,0 M, os dados de DRX, indicados na Figura 3.5.10 (c — III), como era de se esperar,
possuem somente os picos dos titanatos nanoestruturados. Por outro lado, as imagens
de microscopia eletronica de varredura (ver Fig. 3.5.10(c- I e II) mostram a presenga de
microtubos constituidos de nanofitas e de microtubos composto de nanotubos. A
Tabela 3.4-3 apresenta todos os picos de difracao destacados nos difratogramas, bem
como, as distancias interplanares associadas a essas reflexdes. Assim, a andlise desse
conjunto de experimentos permite concluir que, para a formacao de nanofitas, nas

condi¢oes de sintese empregadas, é crucial a presenca do fungo filamentoso.

Tabela 3.4-3 - Angulos de reflexdo e distancia interplanares dos sistemas Pm-NaTiNTs preparados
com solu¢oes de NaOH 6,5, 7,5 e 8,0 mol L.

P.m-NaTiNTs - 6,5 mol L1 | P.m-NaTiNTs -7,5 mol L1 | P.mNaTiNTs - 8,0 M mol L1
20=9,72° | d=909A | 20=9,78° d=9,03 A 20 =9,83° d=8,98 A
24,04° 3,70 A 24,05° 3,69 A 24,06° 3,70 A

25,08° 3,55 A - - - -
28,22° 3,16 A 28,24° 3,16 A 28,18° 3,16 A
37,69° 2,38 A - - - -
47,92° 1,89 A 47,99° 1,89 A 47,96° 1,89 A
53,67° 1,70 A . - - B}
54,82° 1,67 A - - - _

Os resultados dos ultimos experimentos indicaram que para obter nanofitas de

titanato de sodio, é necessario, simplesmente, submeter o biohibrido a um tratamento
hidrotérmico empregando uma solugao de hidroxido de sédio de concentragao dentro

da faixa de 6,5-8,0 mol L. Assim, um mecanismo de producdo de nanofitas,
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empregando biohibridos constituidos de fungo filamentoso/0xido de titanio como
precursores, pode ser proposto a partir da andlise das etapas que viabilizam a
formacao de nanofitas empregando o método convencional. Os trabalhos dos grupos
de Bavykin (2007) e Morgan (2010) demostraram, claramente, que, para a formacao de
nanofibras (nanofitas, nanobastoes), qualquer fase do TiO: tem de ser submetida a um
tratamento hidrotérmico em solucdao de hidroxido de s6dio de concentracao entre 9,0
e 10 mol L! e temperaturas acima de 160°C sao requeridas. O aumento da temperatura
contribui para uma maior taxa de dissolucao do d6xido de titanio, gerando uma
concentracao muito maior de espécies idnicas na solugao contendo o titanio (TiOe, TiOs
, TiO2(OH)2*). Essas espécies recristalizam na forma de titanato lamelar originando
folhas mais espessas e, portanto, mais rigidas (BAVYKIN et al., 2007; MORGAN et al.,
2010). A rigidez alcangada pelas nanofolhas proporciona uma estabilidade que impede

o enrolamento necessario para gerar os nanotubos de titanato.

No caso dos biohibridos, 6éxido de titanio se encontra embebido na parede
celular do fungo e nenhuma alteragao que aumente a taxa de dissolucao é observada
nas condi¢des da faixa de temperatura (100-140 °C) utilizada. Isso pode ser facilmente
identificado verificado que uma grande parte do 0xido de titanio depositado na parede
celular microbiana é transformada em nanotubos de titanato de sodio quando a
solucao de NaOH 10 mol L é empregada. De forma geral, os ions hidroxila possuem
uma dupla funcao quando os biohibridos sao utilizados como precursores de titanatos
nanoestruturados: eles tém que quebrar as ligagdes do 6xido de titanio e degradar o
template bioldgico. Assim, para a solu¢cao de NaOH de concentracao 6,5 mol L, a
quantidade de hidroxila no meio é menor do que na solugao de 10 mol L. Com isso,
os ions hidroxila presentes no meio ndo sao suficientes para dissolver o TiO: e destruir
toda a estrutura organica do fungo. E por isso, que o TiO: depositado na estrutura do
fungo nao é completamente transformado em titanato de sédio quando a concentracao
da solucao de NaOH é 6,5 mol L'. No entanto, nessa situagao, nanofitas sao facilmente

obtidas.
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Para entender a formacao das nanofitas de titanato de sddio nessas condi¢oes
oferecidas pela solu¢ao de NaOH 6,5 mol L}, um olhar especial é voltado para o papel
desempenhado pela estrutura do fungo filamentoso. Acredita-se que a os
componentes da parede celular juntamente com as substancias adesivas produzidas
pelo fungo que estdo interagindo com oOxido de titanio, sao degradados mais
lentamente, proporcionado que nanofolhas, com dimensoes ideais para o
enrolamento, sejam estabilizadas, aumentem de comprimento e de espessura até
alcangarem a rigidez necessaria para se manterem com nanofitas. Para a solugao de
NaOH 7,5 mol L, a quantidade de ions hidroxila é aproximadamente 1,2 vezes maior
do que na solugao de 6,5 mol L. Contudo, foi verificado, além da formacao de
nanofitas, a transformacao completa do TiOz. Isso significa que para essa concentracao,
ainda é observado uma degradacdo lenta dos componentes da parede celular do
fungo, o que contribui para uma maior estabilizagao das fitas previamente formadas,
garantido, com isso, o crescimento das fitas na forma de microtubos. Portanto, a
quantidade de hidroxila no meio é suficiente para dissolver todo dxido depositado nas
hifas e degradar a matriz organica do fungo. Finalmente quando a concentragao de
NaOH passa para 8,0 mol L, a quantidade de hidréxido de sddio no meio consegue
degradar mais rapidamente algumas hifas do que outras, deixando mais visivel o
misto de microestruturas compostas majoritariamente por nanotubos de titanato ou

por nanofitas de titanato (ver Fig. 3.4.11).
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3.5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O presente trabalho de Tese estudou o processo quimico de transformagao de
oxido de titanio na parede celular do fungo filamentoso Phialomyces macrosporus.
Materiais biohibridos compostos pelo fungo filamentoso Phialomyces macrosporus
decorado com oxido de titanio (anatase) foi submetido a um tratamento hidrotérmico
em meio basico numa faixa de temperatura de 100 a 140 °C. Constatou-se a conversao
de 6xido de titanio em titanato de sddio nanoestruturado, sendo reportado, pela
primeira vez, a producdo de materiais biomorficos constituidos de titanatos
nanoestruturados. Imagens de MEV revelaram que os materiais obtidos possuem
morfologia microtubular com comprimentos na faixa de 30 a 100 um e diametros
internos varidveis. As medidas de DRX e espectroscopia na regido do infravermelho
confirmaram a mudanga da estrutura cristalina da fase anatase do éxido de titanio.
Ainda explorando os resultados de microscopia eletronica de varredura e de
transmissao, juntamente com as medidas EDS, foi verificado que os microtubos,
obtidos a partir do uso de uma solucao de NaOH de 10 mol L, sdo constituidos de

titanato de sodio nanoestrurados com morfologia nanotubular.

Alteragdes na morfologia dos titanatos nanoestruturados também foram
alcancadas utilizando biohibridos contendo a mistura de TiO2/V20s e TiO2/WQs. Os
sistemas compostos pelo biohibrido P.m-TiO:/V20s tratados hidrotermicamente
originaram titanatos nanoestruturados na forma de nanofitas. Experimentos controles
ajudaram a concluir que a morfologia obtida ¢ dependente da concentracao da solugao
de hidréxido de sddio na faixa de 6-8 mol L' e ndo da quantidade de pentoxido de
vanadio. A relevancia desse resultado reside no fato de que os titanatos
nanoestruturados na forma de nanofitas normalmente sao produzidos em
temperaturas maiores do que 160° em concentra¢des de NaOH maiores do que 8 mol

L
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Um mecanismo foi proposto para explicar a formagao das nanofitas admitindo
que, nas condig¢Oes alcalinas proporcionadas na faixa de concentragao de 6,5-8,0 mol L-
!, a degradacdo mais lenta do fungo permite que nanofolhas de titanato previamente
sintetizadas sejam estabilizadas e tenham com isso, seu comprimento e sua espessura
aumentadas alcangado uma rigidez que inviabiliza o enrolamento para forma

nanotubos até a completa destruicao do fungo.

Como perspectiva tem-se:

Realizar experimentos que viabilizem a transformagao completa do TiO>
na parede celular de fungos, empregando tratamento hidrotérmico e
solucao de NaOH 6,5 mol L

e Desenvolver um estudo comparativo de materiais biomdrficos obtidos
partir de biohibridos constituidos por diferentes espécies de fungos
filamentos;

e Investigar os biohibridos constituidos por fungos/TiO2/WQOs submetidos a
um tratamento hidrotérmico em solucoes de NaOH na faixa de 6,5 a 8,0
mol L

e Estudar a aplicacdo dos materiais biomorficos obtidos a partir dos

biohibridos P.m-TiO2, P.m-TiO2/V20s e P.m-TiO2/WOs3 como adsorventes,

fotocatalisadores, sensores e eletrodos.
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APENDICE I
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Figura 1 — Espectros de emissao das amostras de Tb-MOF em 4gua, em uma solugao salina, em solugao
de amino&cidos e em uma solucao de sais e aminoacidos. (a) espectro contendo o aminoécido histidida,

(b) espectro contendo o aminoacido lisina e (c) o espectro contendo o aminoacido arginina.
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APENDICE II

Teste T, para o intervalo de confianga de 95%. Para ter diferenga entre as médias P(T < t)

bicaudal, em que P é o nivel de significancia, T é o valor medido através da analise das
amostras e t € o valor tabelado. O P de referéncia é 0,05 ou 5%, logo os valores nao apresentarao
diferenga significativa quando os valores das medidas de P(T < t) bicaudal forem maiores que

0,05.

Tabela 01- Diametro médio da colonia fingica em (cm) ap6s 216 h de crescimento em Placas de

dextrose e agar cultivados na faixa de temperatura de 25-28°C.

Strains Wild-type Tb-MOF Eu-MOF
P.M 8.64+ 0.04 8.83+0.04 8.66+ 0.08
TC 8.69+ 0.03 8.74+0.00 8.66+ 0.07
A.N 6.84+0.22 6.89+ 0.15 7.25+0.38

Teste-t: duas amostras em par para médias

P.m-Nativo P.m-Th
Média 8.64 8.83
Variancia 0.0007 0.0016
Observacoes 3 3

Correlagdo de Pearson
Hipdtese da diferenca de
média

Gl

Stat t

P(T<=t) uni-caudal

0.755928946

0

2
-12.43841974
0.003200764

t critico uni-caudal 2.91998558
Existe diferenca significativa entre as
P(T<=t) bi-caudal 0.006401529 medidas
t critico bi-caudal 4.30265273
P.m-Nativo P.m-Eu

Média 8.64 8.656666667
Variancia 0.0007 0.006633333
Observagodes 3 3
Correlagdo de Pearson 0.742514693

Hipdtese da diferenca de média 0

Gl 2

Statt

P(T<=t) uni-caudal
t critico uni-caudal

0.449013255

0.348693117
2.91998558

N3do existe diferenca significativa
entre as medidas
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P(T<=t) bi-caudal

0.697386234

t critico bi-caudal 4.30265273
Trich-Wild Trich-Tb

Média 8.69 8.74

Variancia 0.000677083 2.08333E-06

Observacgoes 3 3

Correlagdo de Pearson
Hipdtese da diferenca de

0.970725343

média 0
Gl 2
Statt -3.86898852
P(T<=t) uni-caudal 0.030388853
t critico uni-caudal 2.91998558

N3o existe diferenca significativa entre as
P(T<=t) bi-caudal 0.060777706 medidas
t critico bi-caudal 4.30265273

Trich-Nativo Trich-Eu

Média 8.69 8.66
Variancia 0.000677083 0.00429375
Observacgdes 3 3

Correlacdo de Pearson
Hipotese da diferenca de
média

Gl

Stat t

P(T<=t) uni-caudal

t critico uni-caudal

-0.870570992

0

2
0.550756261
0.31855244
2.91998558

Nao existe diferenca significativa entre as

P(T<=t) bi-caudal 0.637104879 medidas
t critico bi-caudal 4.30265273
AN-Nativo A.N-Tb
Média 6.84 6.89
Variancia 0.04974375 0.02139375
Observacgdes 3 3

Correlagdo de Pearson
Hipodtese da diferenga de
média

Gl

Stat t

P(T<=t) uni-caudal

t critico uni-caudal

P(T<=t) bi-caudal
t critico bi-caudal

0.252320812

0

2
-0.388888889
0.367428047
2.91998558

0.734856093
4.30265273

Ndo ha diferenga significativa entre as

amostras
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A-N -Nativo AN-Eu

Média

Variancia

Observacoes
Correlagdo de Pearson

Hipdtese da diferenga de

média

Gl

Statt

P(T<=t) uni-caudal
t critico uni-caudal

P(T<=t) bi-caudal

6.84 7.25

0.04974375 0.142758333

3 3
-0.496547275

0
2
-1.378730716
0.15096648
2.91998558
Nao ha diferenca significativa entre
0.301932961 as amostras

t critico bi-caudal 4.30265273
T.C-Nativo -
BDA T.C-Tb — BDA

Média 8.67 8.46
Variancia 0.000852083 0.150527083
Observacoes 3 3
Correlacdo de Pearson -0.863206467

Hipdtese da diferenca de média 0

Gl 2

Statt 0.900716986

P(T<=t) uni-caudal

0.231400346

t critico uni-caudal 2.91998558
Ndo ha diferenca significativa
P(T<=t) bi-caudal 0.462800692 entre as amostras
t critico bi-caudal 4.30265273
T.C-Nativo -BDA T.C-Eu—BDA

Média 8.67 8.70
Variancia 0.000852083 0.0084
Observagdes 3 3
Correlagdo de Pearson 0.48591765
Hipdtese da diferenca de
média 0
Gl 2
Statt -0.442425907

P(T<=t) uni-caudal
t critico uni-caudal

P(T<=t) bi-caudal
t critico bi-caudal

0.350713674
2.91998558
Ndo ha diferenca significativa
0.701427348 entre as amostras

4.30265273
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Photoluminescent organisms:
how to make fungi glow through
biointegration with lanthanide
metal-organic frameworks

Jeferson Rosario!, Leonis L. da Luz3?, ReginaGeris?!, Jéssica G. S. Ramalho?,
Antdnio F. da Silva?, Severino Alves JUnior? & Marcos Malta !

We show that filamentous fungi can emit green or red light after the accumulation of particulate
lanthanide metal-organic frameworks over the cell wall. These new biohybrids present
photoluminescence properties that are unaffected by the components of the cell wall. In addition, the
fungal cells internalise lanthanide metal-organic framework particles, storing them into organelles,
thereby making these materials promisingfor applications in living imaging studies.

Bioluminescence is a fascinating characteristic that some organisms present in emitting visible light through a
biochemical reaction®. Typically, biological systems produce light through the oxidation of light-emitting sub-
strates, knownasluciferins, in conjunction with enzymes, knownas luciferases’. Recently, Purtov and co-workers
elucidated the chemical mechanism of bioluminescence in fungal species through the identification of the lucif-
erin, 3-hydroxyhispidin®. Furthermore, it has been proposed that the bioluminescence of some fungal species
playsanimportant role in biological functions. For instance, Oliveira and co-workers have found thatlight emis-
sion by Neonothopanus gardneri mushrooms obeys a temperature compensated circadian rhythm®. Consequently,
as the fungus maximises light emission at night, it can attract several types of insects that are responsible for
enhancing fungal propagation through spore dispersal. Nevertheless, it is relatively rare to find fungal species
with a luminous ability. From Hawksworth's estimation of L5 million fungi species on Earth, there are only 71
species (less than 0.005%) that have been described as luminescent™,

Converting non-luminescent microorganisms into glowing ones could provide them with additional func-
tions beyond their original purposes, therefore acting as a huge biotechnological potential that can be applied in
areas, such as photo- and biocatalysis and sensing. In addition, luminescent microorganisms hold great promise
for applications in in vivo imaging that improve the observation of fungal morphology and structure, assist-
ing in the elucidation of hyphae physiology. A promising strategy to produce luminous microorganisms lies
in the integration of fungal cells with photoluminescent materials, such as fluorescent conjugated polymers or
semiconducting quantum dots. For instance, Wang’s group developed luminescent conducting polymers that
are self-assembled on filamentous fungi through electrostatic/hydrophobic interactions”. The authors found that
water-soluble polythiophene backbones can only be accumulated on the fungal surface, yielding luminescent
cells. Alternatively, Rispail and co-workers observed that hydrophilic CdSe/ZnS quantum dots functionalised
with 3-mercaptopropanoic acid are internalised by Fusarium oxysporium fungus, which canbe used for the rapid
and sensitive detection of this phytopathogen®.

Al present, there is considerable interest in the artificial introduction of abiotic materials in the structure
of living organisms to form biohybrid entities™**. The expectation is that these biohybrids can enable new or
have improved properties when compared to the native counterparts. For instance, Giraldo and co-workers
reported that the integration of single-walled carbon nanotubes (SWCNTSs) within plant chloroplasts led
to the rise of the solar energy conversion for both in vivo (leaves) and ex vivo ones (extracted plant chloro-
plasts) . The authors suggested that an enhancement in the photosyntheticactivity of chloroplasts may occur
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due to the change in absorption profile by SWCNTS, resulting in light capture in the range of ultraviolet, green
and near-infrared spectra. In another example, the integration of the electroactive conducting polymer poly
(3 4-ethylenedioxythiophene) by the vascular network of Rosa floribunda (garden rose), reported by Stavrinidou
and co-workers, provided a new strategy for developing plants with electronic functionalities, such as transistor
modulation, digital logic function and electronic conductivity™.

Among a myriad of functional materials suitable for biohybrid production, metal-organic frameworks
(MOFs) are rapidly emerging asan exceptional class of porous materials. MOFs can be defined as a coordination
network built by a large number of metal ions, metal-containing clusters and organic ligands'™'?. Compared
to other porous materials, such as zeolites, active carbon or mesoporous silica, MOFs exhibit better chemical
flexibility due to the diverse functional groups of their frameworks™*. These characteristics make MOFs one
of the most promising materials for potential applications beyond the traditional areas of porous materials,
such as molecular storage, separation and catalysis#2°2-*", Luminescent lanthanide metal-organic frameworks
(Ln-MOFs, where Ln = Eu’*, Tb*', Gd”* or Nd’ ) were successfully used as a platform for the production of
white-light emitting materials™. In addition, Ln-MOFs have been printed as photoluminescent inks onto plastic
and paper foils to produce invisible security labelling/encoding®. Of particular interest, MOF-eukaryotic cell
(yeasts) biohybrids have been described as promising biosystems because they can survive in harsh conditions
when compared to native cells ™", Initially, the prod uction ofa MOF exoskeleton over single cells occurs through
the concentration of MOF precursors at the cell wall. Subsequently, crystallisation takes place, recovering the
whole cell with an artificial carapace. For instance, Liang et al. reported the preparation of a crystalline MOF pro-
tective coating for living cells®. The main characteristic of this biosystem is that the MOF exoskeleton controls the
molecular trafficking to the cell cytoplasm and prevents cell multiplication by inducing an artificial hibernation
state. Then, after removal of the MOF shell, the cells can recover full functionality.

Here, we report our findings of the ability of common filamentous fungi to accumulate Ln-MOFs over their
cell walls, thereby forming new classes of luminescent biohybrid cells. When microorganisms are cultivated in
solutions containinga carbon source and discrete particulate Ln- MOFs, they deposit these non-biological objects
over mycelia during the physiological process, forming a robust layer on the cellular wall of the fungi. Moreover,
we have also observed the preferential accumulation of Ln-MOFs on fungal organelles, demonstrating their abil-
ity for the internalisation of luminescent particles. The implications of these observations could be very relevant
to various areas of chemistry, physics and biology. First, we demonstrate that the integration of Ln-MOFs onto
fungal mycelia is a quite general process, producing microorganisms that emit visible light when excited with
ultraviolet radiation (i.e. photoluminescence). Second, the utilisation of fungi as scaffolds to reach hybrid struc-
tures with complex morphologies presents clear advantages in the development of new materials, such as size
uniformity, broad bioavailability, renewability, low costs and so on. Finally, the modification of the cell surface
with Ln-MOFs also led to an uptake of luminescent particles to the cytoplasmic region, making this strategy
potentially useful for living imaging applications in filamentous fungi.

Results and Discussion

Filamentous fungi are morphologically complex microorganisms, in which the primary structure of growth con-
sists of a tubular filament known as a hypha. Different from single-cell organisms, such as bacteria and yeasts,
filamentous fungi develop through the elongation of the hy pha at the tip, to explore different regions in the search
for nutrients. Currently, the only method for the deposition of artificial materials on filamentous fungi consists of
the cultivation of fragments of mycelia or fungal spores in the presence of particulate nanomaterials. That is, the
presence of pre-formed nanomaterials dispersed in a solution is a sine gua non condition to form an exoskeleton
over the tubular cells. In a typical experiment, fungal spores of Phialomyces macros porus, Trichoderma sp. or
Aspergillus niger were inoculated in a sterile solution containing glucose and a previously sonicated Ln-MOF dis-
persion. Tb- and Eu-MOFs were prepared using mellitic acid as the organic linker and their corresponding metal
salt, Ln(NO,),, as discussed in the ESL Melliticacid (1,2,3,4,5,6-benzenchexacarboxilic acid) was chosen in our
experiments to prepare the Ln-MOFs, in order to facilitate the interaction with the fungal wall through intermo-
lecular hydrogen bonds. Fig. S1 depicts the coordination environment of mellitate and Lo’ ions in the Ln-MOFs
and their structure along the baxis. After sonication, an aqueous dispersion containing particulate Ln-MOFs had
ameasured size varying from 70 to 900 nm (ESI, Figs S2 and $3) and a negatively charged surface estimated from
the zeta potential equalto ~30mV. Fungi were cultured for two weeks in the dark in ambient conditions. After
growth of the microorganisms, fungal mycelia decorated with Ln-MOFs were copiously rinsed with deionised
water and divided in two sets for analysis. Inthe first setof samples, fungal mycelia were dehydrated with ethanol
and dried using critical point drying for further physicochemical characterisation. In the second set, mycelial
tissue was stored in deionised water at 4°C for fluorescence microscopy analysis.

Figure | shows representative scanning electron microscopy (SEM) micrographs highlighting the morpho-
logical differences between fungal hyphae cultivated in the absence of and exposed to a nutritive solution con-
taining Th-MOF particles. Native A. niger hyphae (Fig. 1(a)) present a tubular morphology with a homogenous
smooth surface. Alternatively, the presence of any particulate material in solution leads to drastic changes in the
microorganism ultrastructure, with a controlled overall deposition of block-like Ln-MOFs on the hyphae wall
(Fig. 1(b,c)). The SEM images reveal that particulate Ln-MOFs are accumulated uniformly along the whole tubular
cell, with no favoured sites for deposition of the abiological material. Higher magnification images (ESI, Fig. $4)
show that Ln-MOFs are found to be entrapped in a biopolymer matrix, which firmly binds these materials over
the fungal surface.

From a chemical perspective, the mechanism of deposition of abiotic particles over filamentous fungi is
unknown and is still under debate. In principle, there is a clear link between fungal growth and the deposition of
nanoparticles. The best description of the integration of nanomaterial on the cell wall structure is the nutrition
driven deposition presented by Sugunan and co-workers™, In this article, the authors cultured fungi species in
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Figure 1. SEM micrographsof native A. niger (a) and the A. niger/Tb- MOF biohybrid (b,c).

colloidal solutions containing glutamate-stabilised gold nanoparticles. According to the experiments, the hyphal
growth coincides with the deposition of particles around the fungal cell. It was suggested that the fungal growth
consumes glutamate ions (which serve as capping agents for nanoparticles and a carbon source for the micro-
organisms), following the depletion of these ions in the vicinity of fungal hyphae. Thus, the decline of glutamate
ions due to the fungal metabolism could cause destabilisation of the charge arrange ment on the nanoparticle sur-
face, inducing the agglomeration and coating of particles over hypha. Regarding the interaction microorganism/
nanomaterial, we later proposed a scenario based on the cultivation of fungi in solutions of citrate-stabilised gold
nanoparticles™. Transmission electron microscopy studies of P. macrosporus/Au-NP biohybrids revealed that the
metal nanoparticles remain isolated from each other, probably stabilised by steric effects of major components
of the fungal cell. Therefore, the deposition of nanomaterials may be attributed to the substitution of the weak
interaction of citrate-NPs insolution witha stronger bind between functional groups of the cell wall and the nan-
oparticles. In addition, other aspects should be considered to explain the de position of nanomaterials onto fungal
hyphae. For instance, Zhu et al. emphasised the importance of extracellular polymeric substances (EPS) as being
beneficial to the process of deposition of nanoparticles at the fungal cell wall*'. EPS are biopolymers constituted
by proteins and carbohydrates secreted by the microorganisms, which perform particularly important biological
processes as assistance to the colonisation of new niches, cellular adhesion in living and inanimate substrates,
as well as function as a protective layer around the cell™¢. Thus, it is plausible to suppose that EPS secreted by
filamentous fungi could functionalise the surface of the suspended solids in solution, enriching its surface with
carbonyl and hydroxyl groups, facilitating the adhe rence of nanoparticles on the fungal wall.

A complementary physicochemical characterisation was carried out to confirm the integration of Ln-MOFs
on microorganisms through energy-dispersive X-ray (EDX) analysis (ESI, Fig. S5) and X-ray diffraction (XRD).
Moreover, photoluminescence was used to measure the eventual interaction and/or decomposition of the
Ln-MOFs near to the interface between fungal hyphae and Tb- and Eu-MOFs, since the photoluminescence of
trivalent lanthanide ions is extremely dependent on the symmetry of the first coordination sphere™ % The XRD
patterns of the A. niger/Ln-MOF, Trichoderma sp./Ln-MOF and P. macrosporus/Ln-MOF biohybrids indicate the
presence of more intense diffraction peaks indexed to Ln-MOF structures at 13.4° (hkl; 020), 14.5° (101), 19.1°
(12-1),20.0° (121) and 23.0° (022) (Fig. 2(c-f))***%%,

Photoluminescence measurements of the critical point dried biohybrids were carried out at room tempera-
ture, Figure 2(a,d) show the emission spectra obtained upon excitationat 312nm (7 «— ) of the mellitate ligand
for Ln-MOFs and fungi/Ln-MOF biohybrids. These emission spectra display narrow bands characteristic of Eu
(D, — F;3]=0,1,2,3and 4) and Tb** (°D, — “F;]=0, 1, 2, 3, 4, 5 and 6) ions for Eu-MOFs and fungi/
Eu-MOFs, and Th-MOFs and fungi/Th-MOFs, respectively. In both cases, the suppression of ligand emission is
suggestive of the effective energy transfer from ligand absorption to f levelsof Eu®* and Th* ions. This behaviour
leads to a photoluminescence colour and respective chromaticity coordinates (x; y) in the International de I'Eclai-
rage (CIE) diagram in the red for Eu-MOF (0.680, 0.319), A. niger/Eu-MOFs (0.680, 0.319), Trichoderma sp.J
Eu-MOFs (0.681, 0.318) and P. macrosporus/Eu-MOFs (0.681, 0.318); and green for the Th-MOFs (0.303, 0.589),
A. niger/Th-MOFs (0.300, 0.588), Trichoderma sp/Th-MOFs (0.318, 0.591) and P. macrosporus/Tb-MOFs (0.307,
0.590), as illustrated by the CIE chromaticity diagrams in Fig. 2(be)*.

The relative intensities and the number of Stark components are dependent upon the extent to which the
(2]+ 1) degeneracy is removed by the symmetry of the first coordination sphere. Thus, they can be used asa
probe of symmetry sites in europium-based compounds™?. Thereby, the same spectral profiles of the emission
and excitation spectra (Fig. 2(a,b), ESI Figs S6 and S7) between the as-prepared Ln-MOFs are consistent with no
structural alterations or significant defects caused by interactions between Ln-MOF nanocrystals and the compo-
nents of the cell wall. In particular, no substantial changes have been observed in the lifetime of the excited state
(), quantum efficiency (1)) and intensity ratio 1Dy — F,)/ICD, — F,) data of fungi/Eu-MOF derivatives (ESI
Table S1, Figs S8-S10). This suggests that cell wall components do not affect the lumine scence mechanism of the
Ln’* ions in the biohybrids™** Additionally, the maintenance of the spectral profile of the excitation for all bio-
hybrids (Figs S6 and S7) corroborates with the hypothesis of the absence of a cooperative interaction between the
fungal cell wall and Ln-MOF microcrystals, in the dynamics of the luminescence process involving the electronic
states of the mellitate ligand and Lo** jong™™%%,

Fluorescent imaging techniques present inherent advantages, such as sensitivity, simplicity and fast response,
for studying events at the cellular and subcellular levels. However, traditional organic dye probes, such as
green protein fluorescent and small organic dyes, present some limitations, including low photostability, low
signal-to-noise ratio, phototoxicity and hydrophobicity*. Alternatively, inorganic quantum dots require a labo-
rious and time-consuming step of surface functionalisation to become biocompatible*. The Ln-MOFs studied
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Figure 2. Emission spectra (\Ex=312nm) and CIE chromaticity diagram containing the photoluminescence
colours corresponding to each emission spectra of the Eu-MOF (a,b) and Th-MOF (d ¢) based materials, and
experimentally calculated PXRD diffraction patterns (¢,f) of Eu-MOF (1), A. niger/Eu-MOF (2), Trichoderma
sp/Eu-MOF (3), P. macrosporus/Eu-MOF (4), Tb-MOF (5), A. niger/Tb-MOF (6), Trichoderma sp./Tb-MOF
(7) and P. macrosporus/Th-MOF(8).

in this work possess excellent properties that can be useful for in vivo fungal images as they do not require any
surface modification to be biologically compatible and possessintense photoemission that permits easy discrimi-
nation between the targetand the background emissions. Biohybrid fungi/Ln-MOFs were examined under a con-
ventional fluorescent microscope to display their luminescent properties. Figure 3 shows representative greenand
red emissions for P. macrosporus/Tb-MOF and Eu- MOF, respectively. In Fig. 3(a,b), luminescence is undoubtedly
observable, dueto the thick layer of green emitter attached to the fungal surface.

Although both Ln-MOFs present similar emission intensities for dried biohybrids, we observed a low inten-
sity of the red light when analysing living fungi/Eu-MOF investigated under the microscope. This observation
results from the efficient non-radiative deactivation of luminescence through coupling between the hydroxyl
group of water (O-H strength) and the felectronic levels of the Eu®* ions™. Therefore, despite the presence of
chromophore species deposited on the fungal surface, the photoluminescence signal is quite low for living fun-
gus/Eu-MOFs in aqueous environments.

Considering the ability of filamentous fungi in accumulating different particulate materials over the cell
wal #4484 we also hypothesised whether these microorganisms would be able to internalise luminescent par-
ticles and store them in the cytosol or bind them to specific cellular components. Initially, we were intrigued by
some results of fluorescent microscopy of the fungi/Eu-MOF, where it was possible to observe bright red spheres
located along the hyphae (see Fig. 3(c)). For example, despite the difficulty in observing a luminous signal at the
outer surface of the A. niger [Eu-MOF hypha (see ESI, Fig. S12), it was relatively easy to observe these bright
spheres that followed the tubular structure of the hyphae. We concluded, therefore, that Ln-MOFs could concen-
trate at organellar lumen in the inner fungal cells, evidencing fluorescence even for Eu-MOFE.

By selecting arbitrary regions at the periphery of the fungal biohybrid mycelia, the uptake of Th-MOF
improved the visualisation of spherical and tubular organelles within cells (Fig. 3(d [)). These experimental find-
ings confirm that Ln-MOFs play a role as photoluminescent probes, which were concentrated, apparently, at the
fungal vacuoles of Trichoderma sp. biohybrids (see Figs S11-13 for other examples). Vacuoles are large organelles
with multiple cellular functions, including reservoir and decontaminating the cytoplasm by sequestrating toxic
substances®. To verify the ability of microorganisms in the internalisation of Ln-MOFs instead of luminescent
Tb* or Eu'" ions, fungal cultures were grown under the same conditions, but by adding Ln(NQO;); (Ln=Eu
or Th) during cultivation. We observed growth inhibition for all species studied in this work, because lantha-
nides ions are not essential nutrients and, apparently, the Ln(NO,), is a poor source of nitrogen for the fungi.
The microorganisms cultivated in the presence of Ln* ions revealed only fungal intrinsic fluorescence (see ESI,
Fig. S14 for Th(NO,),).

In order to confirm that the fluorescent signal arises from internalised Ln-MOFs stored in the fungal orga-
nelles, we then performed additional experiments using confocal scanning laser microscopy (CSLM, Fig. 3(g-j) ).
Upon excitation at 405nm, the Tb- and Eu- MOFs showed emission spectra that coincide with the data obtained
by using UV light as the excitation source (ESI Fig. S15). Although the steady-state emission of the biohybrids
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Figure 3. Fungal species labelled with Ln-MOFs. Fluorescence images of (ab) P. macrosporus/Th-MOF
and (¢) Trichoderma sp./Eu-MOE. Vacuolar system of the Trichoderma sp./Th-MOF biohybrids in (d) bright
field, () fluorescence and (f) composite images. The false colours are red and green for Eu-MOF and Tb-
MOF, respectively. Confocal scanning laser images of A. niger/Tb-MOF: (g) fluorescently labelled organelles
and (h) processed image emphasising the colocalisation of the organelles in the hyphal compartment. 3D
cell reconstruction of CLSM images in a (i} longitudinal view and an (j) axial view, highlighting the inner
localisation of the luminescent organellesin the hyphae.

displays co-fluorescence of fungal hyphae and Ln-MOFs (Fig. S16), the time-resolved e missions are composed of
only f-f transitions. Since UV light is known to be prejudicial to the microorganisms, we substitute the excitation
source in our experiments by using a low-energy microscope with a wavelength at 405 nm to study these bio-
systems. Specifically, Fig. 3(g) emphases the fluorescent vacuoles of the A. niger/Tb-MOF while Fig. 3(h) shows
a representative processed image also taking into account the fungal autofluorescence. Thereby, based on anal-
ysis of 3D cell reconstruction (Fig. 3(h—j)), itis possible to confirm that the fluorescence emission of Ln-MOFs
originates from organelles within the hyphal compartment. Up to now, the exact nature of the internalisation
mechanism of nanosized materials by fungiiscurrently an unknown process®¥ . In one of few studies regarding
fungal uptake of nanoparticles, Whiteside et al. speculated that glycine, arginine or chitosan conjugated CdSe/
ZnS quantum dots can incidentally be acquired by Penicillium solitum fungus through biological transporters for
amino acids, peptides, proteins and polysaccha rides’. Our next step is to better understand the assimilation of
Ln-MOFs by microorganisms, particularly, whether an enzymatic breakdown of crystals near the hyphal body
could facilitate the uptake of small particles by fungi.

The affinity of microorganisms to the crystals of Eu or Th-MOF was evaluated by growing the fungal cul-
tures in a media with an equimolar mixture of Eu-MOF and Th-MOF during cultivation. XRD patterns (showed
in ESI Fig. S17) display peaks indexed to a physical mixture of Ln-MOFs, indicating the integration of both
Tb and Eu-MOFs at fungal hyphae. In line with this, the emission spectra of P. macrosporus/EuTh-MOFs and
Trichoderma sp./EuTh-MOF biohybrids (ESI, Fig. S18(a)) exhibited a spectral profile composed of both Eu and
Tb emission (*Dy—7F and*Dy— F; ]=0, 1,2, 3and 4,and ]’ =6, 5,4, 3, 2, 1 and 0), corroborating the incorpo-
ration of Eu- and Th-MOFs at the fungal hyphae. Moreover, the colour coordinate of photoluminescence exhib-
ited by P. macrosporus/EuTb-MOFs and Trichoderma sp./EuTb-MOFs biohybrids are very close, (0.368;0.539)
and (0,369; 0,539), respectively (ESI, Fig. S18(b)). Owing to the energy transfer pathways between Eu (acceptor)
and Tb (donor) centres being blocked in the physical mixture of the adjacent Eu- and Th-MOFs particles, the
spectral profile (relative emission band amplitude or colour coordinate) can be used to estimate the relative molar
ration between Ln-MOFs®°, Thus, we can infer that the amounts of Eu- and Th-MOFs incorporated by the
P. macrosporus and Trichoderma sp. are quite similar, as expected (see ESI, Fig. S18(c,d)). To corroborate this
assumption, we carried out a control experiment mixing Eu and Th-MOFs at molar ratios (Eu-MOF:Tb-MOF) of
19, 1:3, L1 and 3:1. According to the emission spectral profile exhibited by the solid physical mixture of Ln- MOT\
.S519 (a) in ESI), we can notice that the maximum intensity of the Dy —7F; (Eu'') and °D, —7F; (TH’
transitions changed with the molar ratio, in which they are equal at the molar ratio of 1:1, which confirms lhal
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Figure 4. (a) Relative enhancement in the integrated emission intensity (from 478 to 600nm) of Tb-MOFin
the presence of salts and amino acids. I, and Iare the integrated emission intensities of the aqueous suspension
of Th-MOF without and with salts and/or amino acids, respectively. (b) Digital image of the diameter of
Trichoderma sp. and Trichoderma sp. biohybrid colonies after three days of growing in Petri dishes. Note that
the development of the colonies was similar for the three samples. The images obtained under ultraviolet light
were enlarged for greater clarity. (¢) Comparative radial growth after seven days of cultivation of P. macrosporus,
Trichoderma sp. and A. niger. and their respective Eu and Th-MOFs biohybrids. Filamentous cells grown from
the native (d) A. niger fungus and its (€) A. niger/Thb-MOF and (f) A. niger/Eu-MOF biohybrids, respectively.

fungi assimilated the same amount of Eu and Th MOFs. This evidence is clarified through the observation of a
linear relationship between the intensity ratios of the transitions *Dg — F, (Eu® ) FD — F; (Th** } and the molar
ratio n( Eu- MOFs)/n(Tb-MOFs) in the Ln-MOFs physical mixture (ESI, Fig. S19(b)).

Moreover, we observed in the images of fluorescence microscopy that the luminescence intensity of
Th-MOF-based biohybrids is more intense than those of Eu-MOF-based biohybrids. Thus, to understand this
behaviour, we perform one additional experiment, acquiring the emission spectra of the Ln- MOFs in a simulated
vacuolar medium. Within thisline, to evaluate the high luminescence intensity of Ln-MOFs inside of fungal vac-
uoles and whether it is correlated to a concentration effect, we evaluate the luminescence properties of MOFs in
aqueous suspensions in the presence of some metal salts (MgCl,, KH,PO, and NaCl) and amino acids (arginine,
histidine and lysine), according to the composition of a typical extract of isolated fungal vacuoles’™. Remarkably,
the metal salts and amino acids induce a significantly increased luminescence of the Th-MOF, mainly for argi-
nine and lysine, in which an enhancement above 150% is displayed (see histogram displayed in Fig. 4(a}). The
weak increase caused by the histidine is correlated toan inner filter effect, due to absorption of this amino acid
in the region of the excitation source, 312nm (see Fig. S20)°°. Due to the maintenance of the spectral profile
of the Th-MOF (see Fig. S21), we assign this luminescence enhancement to coordination and supramolecular
interactions, respectively, of the metal ions and amino acids to mellitate ligands at the surface of the MOF nano-
particles® ¥, These interactions block the surface luminescence quenching, commonly verified in luminescent
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manoparticles™. In contrast, there is no change in the emission intensity of the Eu-MOF (see Fig. §22 in ESI). In
spite of this, we see an intense red-light emission from the fungal vacuoles (see for instance Fig. S12 in ESI). The
reason for this is not clear yet. One point to be highlighted is that the intravacuolar composition of the fungi is
much more complex than the simulated composition of vacuolesin our experiments. Therefore, a possible expla-
nation would be the existence of unknown biomolecules and ionsinside the vacuoles which, when interacting on
the surface with the mellitate ligands of the Eu-MOFs nanoparticles, could avoid the quenching effect due to the
O-H oscillator strength of the coordinated water molecules at the Eu’* jons, as aforementioned.

The biotoxicity of Ln- MOFs on fungal species was evaluated based on the analysis of cell survival after assim-
ilation of the abiotic components by these microorganisms. Initially, we executed the alamarBlue test, which
involves the detection of metabolic activity through the assimilation of a redox indicator that changes its colour
from blue (oxidised form) to pink (reduced form) during the cell growth. AlamarBlue is widely used to detect
quantitatively the proliferation of eukaryotic cell lines (human and animal), bacteria and fungi***. For instance,
Santos and co-workers reported cellular activity using an alamarBlue assay of spherical pellets of Aspergillus
Sumigatus after experiments of electrochemical degradation of hydrogen peroxide using integrated microelec-
trode in the mycelium clumps™. Although we observed changes in absorbance values, indicating cell viability of
fungal species and their biohybrids (pink color), it was not possible to obtain quantitative measurements since
those fungi were grown in submerged static cultures, forming a dispersed micellar network. Thus, it is not pos-
sible to standardise the amount of mycelium in the replicates, leading to large errors in the absorbance values.

An additional approach was also carried out by evaluating the total radial growth of microorganisms on a
solid surface containing anagar-dextrose medium and their phenotypic characteristics after Ln-MOF deposition.
In this case, we assumed that the direct evidence of an inhibitory effect from Tb- and Eu-MOFs over microor-
ganisms would be the absence of their mycelial growth. For this experiment, small fragments of each mycelium
wereinoculated in Petri dishes containing a mixture of agar and 1.0% dextrose (w/v). The native fungi and the
biohybrids were cultivated under the same environmental conditions, and the radii of colonies were daily meas-
ured using a caliper (see Fig. 4(b) for growth profile of the fungus Tridioderma sp. and its biohybrids for three
days). Figure 4(c) shows the diameter of colonies after seven days of cultivation for theall biosystems studied in
this work. As can be observed, the profiles of fungal growth are quite similar for the biohybridsand native fungi,
evidencing similar radial growth rates in all phases of the growth curve. We also examined the aspects of the
macroscopic appearance of the colonies, such as colour, texture and the production of pigments. These observa-
tions have shown that there were no significant differences between the colony growth by native fungi and their
biohybrid counterparts, suggesting that Ln-MOFs would not produce any permanent modification in the fungal
structures.

To complement the biotoxicity investigation, the micromorphology of the filamentous cells originating from
native fungi and the biohybrid counterparts were compared using Riddell's slide cultures technique®. Succinetly,
mycelial fragments of each species and their biohybrids were inoculated in a sterile potato dextrose agar (PDA)
placed on a sterile microscopy slide. Subsequently, the mycelium-PDA set was protected with a coverslip, and
the whole set was incubated in a Petri dish for seven days. For comparison purposes, careful observation of
morphological characteristics of hyphal cells was carried oul. As a result, we determine that there is no difference
between cells originating from native fungi and fungi/Ln-MOF biohybrids (see Fig. 4(d,f) for filamentous cells
growth from native A. niger and their biohybrids). Thus, we conclude that the presence of Ln-MOFs on the fungal
ultrastructure does not bring apparent toxic effects to the microorganisms being. Therefore, this methodology is
promising for the bioimaging of fungi.

Conclusions

This work has demonstrated that controlled deposition of Ln-MOFs on filamentous fungi converts native micro-
organisms into photoluminescent living entities. We have confirmed the integration of Ln-MOFs onto microor-
ganisms through SEM, XRD and fluorescence spectroscopy. Th- and Eu- MOFs form a fluorescent carapace over
the cell and, most importantly, tiny Ln-MOFs particles were internalised in specific cellular components, making
this strategy relevant for living imaging analysis. The integration of Ln-MOF nanoparticlesto the fungal structure
does not present any apparentdamage to the vital functions of the microorganisms, whose developmentis similar
to that of native cells. Control experiments simulating components found in the vacuolar medium revealed that
the internalisation of Ln-MOFs could intensify the luminescence process, especially for the Th-MOF, facilitating
the visualisation of the organelles. To conclude, we believe that our findings may be relevant for research involved
with the treatment of fungal infections. Fungal diseases are difficult to treat since their rigid cell wall presents a
barrier to drug penetration. Eventually, the uptake of antifungal agents encapsulated in the MOF cavities by the
microorganisms would bea promising strategy in the treatment of such infections®.

Methods

Chemicals. Mellitic acid and lanthanide oxides (99.99%, where Ln®* = Eu’* or Th**) were purchased from
Aldrich and used without further purification. The lanthanide salts (Ln(NO;),.5H;0) were obtained by reaction
of nitric acid with the corresponding lanthanide oxide at 60-80 °C. The pH was adjusted to 6.0 by water vaporisa-
tion and the solid salts were collected by vacuum drying at 60°C.

Synthesisof Ln-MOF (Ln =EuorTb). Lanthanide metal-organic frameworks (Ln-MOFsor [Ln,(Mell)-6H,0])
were synthesised by adding 171 mg of mellitic acid (0.5mmol) and 223 mg of lanthanide salt (0.5mmol) into
5.0 mL of deionised water under constant magnetic stirring for Smin. Then, 1.5mL of ethanol (30% in volume)
was slowly added to the solution maintained at rest to induce rapid crystal nucleation. White microcrystals were
obtained in ayield of 53%.
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These crystals were submitted to high intensity ultrasound irradiation (Vibracell VC 130, Sonics Instruments)
using a titanium tip (0.6¢cm in diameter) immersed approximately 2.0cm in the liquid to reach smaller particles
sizes. For this purpose, 0.06 g of Ln-MOFs were sonicated in 50 mL of deionised sterile water for 2h, passed
through a syringe filter (pore size of 0.8 um) and used immediately for microorganism cultivation.

Preparation of biological samples. The fungi Phialomyces macrosporus and Trichoderma sp. were iso-
lated from dead leaves from plants of the Environmental Protection Area of Lagoa ¢ Dunas do Abaeté, Salvador,
Bahia, Brazil, and deposited in the culture collection of the Laboratory of Biotechnology and Chemistry of
Microorganisms (LBQM - UFBA). Aspergillus niger (ATCC-16404) was acquired from Fundagio André Tosello,
Campinas, Sdo Paulo, Brazil.

These fungi were subcultured from their stock water flasks (Castellani method) on potato dextrose agar and
the inoculum suspensions were prepared from the fresh cultures (seven-day old) by rubbing the colonies with a
sterile loop and transferred to a sterile tube that was shaken vigorously with a Vortex mixer. The inoc ulum size was
determined by microscopic enumeration with a cell-counting hematocytometer (Neubauer chamber), where the
Trichoderma sp. spore suspension was 1.16 x 107 spores/mL, Phialomyces macrosporus was 3.75 x 10* spores/mL,
and Aspergillus niger exhibited 9.50 x 10° spores/mL.

Fungi/Ln-MOF biohybrids were cultivated through the following protocol. In a penicillin flask was added
4.0 mL of deionised sterile water, 5.0mL of a solution containing sonicated Ln-MOFs (1.2 mg/mL) and 1.0mL of
asterile solution containing 2.0% glucose. Then, 100 pL of a spore suspension were added to the growing medium
and allowed to grow at 25-28°C for 120 h in the dark. Experiments were done in triplicate. After cultivation, the
mycelial mass of fungi/Ln-MOF biohybrids were copiously rinsed with deionised water to remove any weakly
bonded particulate Ln-MOFs. For XRD, SEM and photoluminescence measurements, the biohybrids were dried
using critical point drying, as described in the literature™, Fluorescence microscopy analyses were carried out in
small fragments of mycelium stored in deionised water without any other treatment.

Preparation of fungi/Ln-MOF biohybrid samples in Petri dishes. Toevaluate the fungi/Ln-MOF bio-
hybrid viability, the radial growth of these samples was monitored. Sterile Petri dishe s were prepared with ~20mL
of the culture medium of dextrose (20g.L ") and agar (15 gL '), and kept in a sterile laminar flow chamber under
UV light until culture media solidification. A small fragment of fungi/Ln-MOF biohybrids and native-type ones
were transferred to test Petri dishes and placed in the centre. The dishes were incubated at 25-28°C for 168h.
The culture radial diameters were measured along four axes. Each evaluation was made every 12h in the first two
days, and every 24 h from the third day. All experiments were performed in triplicate. The statistical analysis of
the mean and the standard deviation of the triplicates was achieved using Student's t-test at the 0.05 level with a
confidence interval of 95%.

General instrumentation. SEM images were acquired on a JEOL JSM5400 (LAMUME, IE-UFBA).
Energy-dispersive X-ray (EDS) spectra were obtained using a SEM microscope by selecting regions with 500 x
magnification. The X-ray diffraction (XRD) patterns were performed on a Bruker D8 Advanced diffractometer
over a 26 range from 5° to 50°, a velocity of 5°/min and increments of 0.02°. Simulated powder X-ray diffraction
patterns (PXRD) were measured through the single crystal X-ray diffraction data (CIF file) as an input and the
Mercury 3.8 software. Particle size distribution and zeta potential were obtained in a Zetatrac Legacy equipment
(at CETENE - Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste, Recife - PE). Photoluminescence measurements
were carried out on a spectrofluorimeter HORIBA-JOBIN YVON FLUOROLOG-3 equipped with a continu-
ous 450 W xenon lamp and UV xenon flash tube for excitation. All emission spectra were corrected by spectral
response of the monochromators using a silicon photodiode reference detector, to monitor and compensate for
variation in the xenon lamp output, using typical correction spectra provided by the manufacturer. For fluores-
cence microscopy, fragments of fungal mycelium were copiously rinsed with deionised waterand held between a
coverslip and a microscope glass slide without any other treatment. The samples were viewed using an Olympus
BX51 microscope equipped witha 100 x magnification oil-immersion objective and a Retiga 2000R monochrome
CCD camera. Samples were illuminated with a 100W Hg vapor source using a BP380-385 excitation filter and
a BA420 emission filter. The images obtained were processed using a Leica LAS X software. Confocal scanning
laser microscopy analyses were performed using a Leica TCS SP8 microscope, equipped with a 63x magnifica-
tion objective and a laser source at 405nm. The luminescence properties of aqueous suspensions of Ln-MOFs
influenced by salts and amino acids were studied as follows: 300uL of a sonicated aqueous suspension of Eu
or Th-MOF (2.4 mg/mL) were added to a 3.5 mL quartz cuvette containing deionised water and a mixture of
salts (MgCl, (2.7 mM), KH,PO, (0.7mM) and NaCl (1.5mM)) and/or amino acids arginine (13.6 mM), histidine
(1.9mM) and lysine (1.8 mM). Luminescence analyses were performed using a Shimadzu RF-5301PC spect-
rofluorophotometer equipped with a continuous 450W xenon lamp. For morphological analyses, we used the
well-established Riddell methodology for the preparation of coverslips containing cells grown from native fungi
and their respective biohybrid. The samples were investigated in an inverted Leica DMi8 microscope at Gongalo
Moniz Research Center - Fiocruz/BA.
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APENDICE III
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Figure 2 — Imagem na forma de mapa elementar do biohibrido P.m-NaTiNTs/V:0s obtidos via
espectroscopia de energia dispersiva (EDS).
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Figure 4 — Imagem na forma de mapa elementar do biohibrido P.m-NaTiNTs/WO:s obtidos via

espectroscopia de energia dispersiva (EDS).
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APENDICE IV
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Figura 1 - Espectro de EDS de NaTiNTs/V:0s.

159



