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RESUMO

Os fungos filamentosos devido a sua caracteristica morfologica tubular, tem sido
utilizado como suporte biolégico para obtencdo de materiais hibridos com estrutura
microtubular com alto potencial para aplicacdo em catalise. Estes microrganismos sao
capazes de assimilar nanoparticulas metalicas em sua parede celular durante o seu
desenvolvimento em um meio contendo os referidos nanomateriais. Nanoparticulas
de ouro estabilizadas por ions citrato sdo facilmente aderidas as células fungicas
filamentosas de diferentes espécies. Por outro lado, nanoparticulas de platina, de
paladdio e de prata possuem baixa afinidade com os referidos fungos, de modo a
comprometer o seu crescimento e assimilacdo simultanea destes nanomateriais.
Como estratégia para contornar este impasse, nanoparticulas bimetélicas de ouro e
paladio com estrutura do tipo nucleo-casca, Aunicleo € Pdcasca (NPS-Au@Pd), foram
obtidas por meio da adicdo controlada do metal paladio, para posterior integracdo em
fungos filamentosos. As nanoparticulas de ouro (NPs-Au) pré-sintetizadas atuaram
como sementes para reducdo e nucleacédo do paladio metalico. Desta forma, foram
obtidas nanoparticulas bimetéalicas esféricas com tamanho aproximadamente 12,7 +
9,7nm. Espectros de absor¢éo na regido do UV-visivel mostraram uma diminuigdo da
intensidade da banda plasmoénica das nanoparticulas de ouro com aumento da
quantidade de ions Pd?* acrescentadas. Pela primeira vez, bio-hibridos constituidos
por nanoparticulas bimetalicas e fungos filamentosos foram obtidos pela deposicao
de NPs-Au@Pd em células fungicas da espécie Phialomyces macrosporus (Pm). Os
bio-hibridos foram caracterizados através das técnicas de microscopia Optica (MO),
microscopia eletrénica de varredura (MEV), microanalise por espectroscopia de
energia dispersiva de raios X (EDS) e microscopia eletrbnica de transmissao (MET).
Imagens de MO mostraram mudanca na coloracdo das hifas fungicas apos o cultivo
das mesmas em solu¢des contendo NPs-Au@Pd. Micrografias dos bio-hibridos
obtidas pelo MEV revelaram que a morfologia tubular das células fungicas foi
preservada mesmo apos a deposicédo das NPs-Au@Pd com 50%(m/m) de ions Pd?*.
Micrografias obtidas pelo MET comprovaram a assimilacdo das NPs-Au@Pd pelos
fungos filamentosos. Ademais, as imagens obtidas pelo MET mostraram com mais
detalhes a distribuicdo das referidas nanoparticulas na camada mais externa da
parede celular do microrganismo. Analises destas imagens revelaram também a
formacdo de uma camada metdalica robusta com espessura de ~260 nm. Mapas
elementares obtidos por EDS evidenciaram a presenca e distribuicdo dos metais ouro
e paladio nos referidos bio-hibridos. Por fim, foi proposta uma metodologia de sintese
de pontos quanticos de carbono (PQCs) utilizando fungos filamentosos como



precursor. Para obtencdo dos PQCs foi realizado tratamento hidrotérmico da
biomassa fungica sob temperatura constante de 180 °C por 4 h. Os pontos quanticos
de carbono derivados de fungos filamentosos apresentaram intensa fluorescéncia na
cor verde-clara sob a exposi¢cdo de radiacdo UV de 254 nm. A emissao maxima dos
referidos PQCs foi exibida quando excitados no comprimento de onda de 370 nm, e
sua fluorescéncia mostrou-se dependente do comprimento de onda de excitacéo.

Palavras-chaves: fungos filamentosos, nanopatrticulas bimetalicas, ouro, paladio, bio-
hibridos e pontos quéanticos de carbono.
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ABSTRACT

Filamentous fungi, due to their tubular morphological characteristic, have been used
as biological support to obtain hybrid materials with a microtubular structure with high
potential for application in catalysis. These microorganisms are capable of assimilating
metallic nanoparticles into their cell wall during their development in a medium
containing these nanomaterials. Gold nanopatrticles stabilized by citrate ions are easily
adhered to filamentous fungal cells of different species. On the other hand, platinum,
palladium and silver nanoparticles have low affinity with these fungi, compromising
their growth and simultaneous assimilation of these nanomaterials. As a strategy to
overcome this impasse, bimetallic gold and palladium nanoparticles with a core-shell
structure, Aucore and Pdshet (NPs-Au@Pd), were obtained through the controlled
addition of palladium metal, for subsequent integration into filamentous fungi. The pre-
synthesized gold nanoparticles (NPs-Au) acted as seeds for reduction and nucleation
of metallic palladium. In this way, spherical bimetallic nanoparticles with a size of
approximately 12.7 £ 9.7 nm were obtained. Absorption spectra in the UV-visible region
showed a decrease in the intensity of the plasmonic band of gold nanopatrticles with
an increase in the amount of Pd?* ions added. For the first time, biohybrids consisting
of bimetallic nanoparticles and filamentous fungi were obtained by deposition of NPs-
Au@Pd in fungal cells of the species Phialomyces macrosporus (Pm). The biohybrids
were characterized using the techniques of optical microscopy (OM), scanning electron
microscopy (SEM), microanalysis by energy dispersive X-ray spectroscopy (EDS) and
transmission electron microscopy (TEM). MO images showed changes in the color of
fungal hyphae after culturing them in solutions containing NPs-Au@Pd. Micrographs
of the biohybrids obtained by SEM revealed that the tubular morphology of the fungal
cells was preserved even after deposition of the NPs-Au@Pd with 50% (w/w) of Pd?*
ions. Micrographs obtained by TEM confirmed the assimilation of NPs-Au@Pd by
filamentous fungi. Furthermore, the images obtained by TEM showed in more detalil
the distribution of these nanopatrticles in the outermost layer of the microorganism's
cell wall. Analysis of these images also revealed the formation of a robust metallic layer
with a thickness of ~260 nm. Elemental maps obtained by EDS showed the presence
and distribution of gold and palladium metals in these biohybrids. Finally, a
methodology for the synthesis of carbon quantum dots (PQCSs) using filamentous fungi
as a precursor was proposed. To obtain the PQCs, hydrothermal treatment of the
fungal biomass was carried out at a constant temperature of 180 °C for 4 h. The carbon
quantum dots derived from filamentous fungi showed intense light green fluorescence
under exposure to 254 nm UV radiation. The maximum emission of these PQCs was



exhibited when excited at a wavelength of 370 nm, and their fluorescence was shown
to be dependent on the excitation wavelength.

Keywords: filamentous fungi, bimetallic nanopatrticles, gold, palladium, biohybrids and
carbon quantum dots.
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JUSTIFICATIVA

A nanotecnologia tem ganhado especial atencdo com relacdo a pesquisa e
desenvolvimento nos ultimos anos, devido ao seu grande impacto em diversos
setores, como na industria petroquimica, farmacéutica, alimenticia, de cosméticos; na
area da saude, no diagndstico e tratamento de doencas, como o cancer, e também no
setor ambiental (SHARMA et al., 2017). A nanotecnologia € uma ciéncia com
engenharia e tecnologia capazes de observar, medir, manipular, montar, controlar e
fabricar matéria em escala nanométrica (10°m). Esta matéria, cujas dimensdes se
encontram na nanoescala, é definida como nanomaterial (BAYDA et al., 2020).

A ampla aplicacdo dos nanomaterias se deve ao fato de suas caracteristicas
serem bem distintas do seu respectivo material macroscoépico; diante disso, diversas
pesquisas estdo sendo desenvolvidas com intuito de aperfeicoar cada vez mais o
desempenho das nanoparticulas metalicas (RODUNER, 2006). Além disso, dentre as
espécies de nanoparticulas mais estudadas atualmente, encontram-se em destaque
as nanoparticulas bimetélicas (ZALESKA-MEDYNSKA et al., 2015).

As nanoparticulas bimetalicas séo particulas com tamanho menor que 100 nm,
cuja composicdo apresenta dois elementos metalicos diferentes (TOSHIMA;
YONEZAWA, 1998). A combinacao de dois &tomos de elementos quimicos diferentes
na estrutura das nanoparticulas pode resultar na melhoria das suas propriedades
cataliticas e eletrbnicas (ZHAO et al., 2013; PRETZER et al., 2016; SRISOMBAT et
al., 2017). Fatores como composicao quimica, tamanho de particula, forma e estrutura
influenciam diretamente nas propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas
bimetalicas (RODUNER, 2006).

A simples adicdo de um segundo metal na estrutura de uma nanoparticula
metélica pode provocar uma alteragéo significativa na sua distribuicdo eletrénica, que
por sua vez contribui para o surgimento de novos efeitos somente observaveis nas
nanoparticulas bimetalicas (STRASSER et al., 2016). Uma compreenséao clara da
influéncia da interacdo de atomos de elementos metalicos diferentes sobre as

propriedades das nanoparticulas bimetalicas é de suma importancia, visto que a
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aplicabilidade das mesmas estd diretamente relacionada com as caracteristicas
apresentadas por estes nanomateriais.

A sintese de nanomateriais para integracao em sistemas biologicos tem aberto
um caminho para o surgimento de uma nova classe de materiais, os bio-hibridos
(BIGALL; EYCHMULLER, 2010; SABAH et al., 2013; FONTES et al., 2014). Esses
biossistemas sao geralmente formados pelo cultivo de microrganismos, como, por
exemplo, fungos filamentosos, em um meio contendo nanomateriais que Sao
assimilados na estrutura extracelular do organismo durante o seu crescimento atraves
do metabolismo do carbono (SUGUNAN et al., 2007). Logo, esta combinacdo
sinérgica de células vivas com nanomateriais pode formar materiais hibridos com
propriedades interessantes que podem ser empregados em aplicacoes Uteis.

Uma das principais razdes para a construcdo e estudo dos bio-hibridos é a
possibilidade de melhorar ou até mesmo criar caracteristicas que ndo sao encontradas
nos microrganismos. Por exemplo, o grupo do pesquisador Alexander Eychmuller
mostrou que os fungos filamentosos podem se tornar ativos em reacdes cataliticas
apo6s adquirir uma cobertura de metal nobre em toda a sua superficie (BIGALL et al.,
2008). Por outro lado, o nosso grupo de pesquisa LBQM mostrou que fungos
filamentosos podem emitir luz vermelha ou verde quando s&o incorporadas particulas
metalorganicas de lantanideos (Ln-MOFs) na parede celular (ROSARIO et al., 2019).

No entanto, existem algumas limitacdes que ainda precisam ser melhoradas
para essa classe de materiais; como exemplo, a baixa afinidade frente as
nanoparticulas formadas por alguns elementos metalicos, como platina, paladio e
prata (BIGALL et al., 2008; FONTES et al., 2021). Diante desse desafio, em um dos
trabalhos cientificos publicados pelo nosso grupo de pesquisa, foi apresentada uma
estratégia de deposicdo do metal paladio sobre fungos filamentosos. Para isso, Fontes
e colaboradores (2021) realizaram a deposi¢do de metal paladio sobre superficie de
nanoparticulas de ouro previamente incorporadas na parede celular de fungos, pois,
com base nas pesquisas anteriormente realizadas em nosso grupo, as nanoparticulas
de ouro séo facilmente assimiladas pelos mesmos (FONTES et al., 2014). Com este
mecanismo, foi obtido bio-hibridos constituidos de fungos filamentosos com uma
combinacdo de nanoparticulas de ouro e de paladio, com capacidade de catalisar
reacoes de hidrogenagcdo em temperatura ambiente (FONTES et al., 2021).
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Os trabalhos cientificos citados acima mostram que a replicacdo de estruturas
biologicas complexas pelos materiais inorganicos utilizando-se fungos filamentosos
como molde pode resultar em materiais avancados com multifuncionalidades. As
caracteristicas estruturais dos fungos filamentosos, como morfologia tubular uniforme,
com didmetro de 1-30 um e comprimentos que variam de alguns microns a Varios
metros, dependendo da espécie e do meio de crescimento, podem formar materiais
com alta &rea superficial interessante para aplicacdo em catalise (BIGALL et al., 2008;
ISLAM et al.,, 2017; ULLAH et al.,, 2017). Além disso, com a funcionalizacdo da
superficie de fungos filamentosos com nanoparticulas, € possivel obter facilmente
microtubos inorganicos por meio de uma simples remoc¢ao da matéria organica, a fim
de utiliza-los como sensores quimicos (KUBO et al., 2017; PAL et al., 2019).

Com base nos trabalhos cientificos anteriormente citados, pode-se perceber
que a énfase dessas pesquisas estd na funcionalizacdo da superficie de fungos
filamentosos com nanoparticulas de metais nobres e sua aplicacdo em catélise e
sensores, de modo que muitos aspectos cientificos relevantes ainda ndo foram
investigados, como por exemplo, o quanto de nanoparticulas de metais nobres podem
ser incorporados nas células fangicas sem inibir o seu desenvolvimento,
especificamente o metal paladio que é toxico para o microrganismo. Desta forma,
abre-se um novo caminho para estudos sobre os efeitos das nanoparticulas de paladio
sobre o ciclo de vida do fungo. Diante disso, como uma das motivacdes desta
pesquisa de doutorado, tem-se pela primeira vez, o uso do metal paladio para o
preparo de suspensao de nanoparticulas bimetalicas de ouro e paladio para posterior
integragao em fungos filamentosos.

Nos ultimos anos, a busca de metodologias de sintese verde de nanomateriais
tem despertado cada vez mais o interesse de pesquisadores. O uso de
microrganismos (bactérias, algas e fungos) como fonte de carbono na producao de
pontos quanticos de carbono (PQCs) tem se tornado uma alternativa aos métodos de
sinteses tradicionais que empregam, geralmente, reagentes téxicos e dispendiosos
(LIU et al., 2019). Por ter uma composi¢ao rica em agua, proteinas, lipidios, entre
outros componentes, 0s microrganismos sao considerados um precursor ideal para a
producdo de PQCs com excelentes propriedades fluorescentes (DINC; KARA;
YAVUZ, 2022). No que diz respeito aos fungos filamentosos, ha poucos trabalhos

publicados que utilizam este microrganismo como biomassa para producéo de PQCs.
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Diante do exposto, o presente trabalho de doutorado propds a sintese e a
caracterizagdo de materiais hibridos formados por fungos filamentosos e
nanoparticulas bimetalicas de ouro e paladio, bem como uma nova metodologia de
sintese de pontos quanticos de carbono a partir da biomassa obtida por fungos
filamentosos. Esta tese de doutorado esta dividida em trés capitulos, sendo que o
primeiro capitulo abordara uma fundamentacdo tedrica sobre as nanoparticulas
bimetalicas, mostrando os principais métodos de preparo, os tipos de estruturas e as
suas propriedades fisico-quimicas. Além disso, sera apresentado a sintese de
nanoparticulas bimetalicas de ouro e paladio, com adi¢cdo controlada do metal paladio
sobre a superficie de nanoparticulas de ouro, e o efeito da variagdo de concentracao
do metal Pd sobre o comportamento éptico das nanoparticulas de ouro.

O segundo capitulo desta tese abordara uma revisao da literatura a respeito da
sintese de materiais hibridos constituidos por fungos filamentosos e nanoparticulas
metélicas pelo processo de auto-montagem e também serd apresentado um método
inédito de sintese de materiais hibridos constituido por células vivas fungicas e
nanoparticulas bimetalicas de ouro e paladio, bem como suas caracterizacdes. No
terceiro capitulo serd abordada uma revisdo da literatura sobre 0os pontos quéanticos
de carbono, as metodologias usadas no seu preparo e a origem da sua propriedade
fotoluminescente. Por fim, serd apresentado uma nova proposta de sintese de pontos

guanticos de carbono obtidos a partir da biomassa fungica.
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CAPITULO |

SINTESE E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS
BIMETALICAS PARA INTEGRACAO EM FUNGOS
FILAMENTOSOS
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1.1 INTRODUCAO

Basicamente, a nanociéncia consiste no estudo de fendmenos e de materiais
na faixa da escala nanométrica. O prefixo ‘nano’ refere-se a um prefixo grego que
significa ‘an&do’ ou algo muito pequeno e representa 10° m (RAMSDEN, 2005; BAYDA
et al., 2020). Os materiais que possuem pelo menos uma de suas dimensdes na
escala nanométrica sdo conhecidos como nanomateriais (SHARMA et al., 2017). A
nanotecnologia por sua vez é a capacidade de converter o conhecimento da
nanociéncia em aplicacdo util por meio da fabricacdo de nanomateriais e da sua
integracdo em sistemas maiores (NASROLLAHZADEH et al., 2019; BAYDA et al.,
2020). Por isso, a nanotecnologia vem ganhando especial atencdo devido ao seu
grande impacto em diversos setores (outrora citados), como a industria petroguimica,
farmacéutica, de cosméticos, de alimentos e na medicina (ABBAS et al., 2009; PENG
et al., 2018; AL-NEMRAWI, ABUALSAMEN, ALZOUBI, 2020; ANGELOPOULOU,
GIAOURIS, GARDIKIS, 2022; DHANJAL et al, 2022).

Os nanomateriais apresentam propriedades bem distintas do seu respectivo
material massivo de mesma composi¢do quimica. I1sso porque existe um tamanho
critico abaixo do qual as propriedades fisico-quimicas do material sdo alteradas
(ZARBIN, 2007). Por exemplo, o ouro metalico possui um brilho Unico e coloragdo
amarelada, alta condutividade térmica (3,1 J cm? s? K?) e baixa reatividade
(SCHWERDTFEGER, 2002; JUNQUEIRA; SILVA; GUERRA, 2012). Por outro lado,
as nanoparticulas coloidais de ouro (NPs-Au) com tamanho de ~5 nm apresentam
coloracdo vermelho rubi e alta fracdo de atomos na superficie pelo volume, 0 que as
torna bastante reativas e por isso sao utilizadas como catalisadores frente a algumas
reacdes quimicas, como hidrogenacéo de aldeidos insaturados e oxidacdo de CO (
GRISEL et al., 2002; DANIEL; ASTRUC, 2004; MCEWAN et al., 2010).

Os materiais apresentam uma estrita dependéncia com o tamanho de suas
particulas, ou seja, todas as suas propriedades oéticas, elétricas, cataliticas,
magnéticas sdo modificadas quando é ultrapassado o tamanho critico deste material
(RODUNER, 2006). Segundo Zarbin (2007), “s6 existe um nanomaterial se existir uma
propriedade que se manifesta exclusivamente devido ao tamanho reduzido, e esta
propriedade é diferente do material massivo” (ZARBIN, 2007). Desta forma, mais uma

caracteristica pode ser acrescentada a definicdo de nanomateriais: materiais que
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possuem pelo menos uma de suas dimens@es na escala nanométrica, abaixo do
tamanho critico capaz de alterar alguma de suas propriedades (ZARBIN, 2007). Essas
alteracdes nas propriedades dos nanomateriais ocorrem devido ao surgimento dos
efeitos de confinamento quéantico e de superficie, que sdo observados somente em
particulas com tamanho em escala nanométrica. Por esta razdo, esses materiais sao
considerados como espécies intermedidrias entre o material macroscopico e o0s
atomos e as moléculas (RODUNER, 2006; MARTINS; TRINDADE, 2012).

Os nanomateriais podem ser divididos em diferentes classes, de acordo com a
sua composicao e propriedades, 0s quais pode-se citar: nanotubos de carbono,
nanocompositos, nanoparticulas metalicas, materiais poliméricos, ceramicos e
biomateriais (KHAN, SAEED, KHAN, 2017). Dentre estes materiais, 0os mais
estudados atualmente encontram-se as nanoparticulas metdlicas, que séo particulas
com tamanhos menores que 100 nm originadas a partir de precursores metélicos
(CUENYA, 2010; KHAN, SAEED, KHAN, 2017).

As nanoparticulas de metais nobres, como Au, Ag e Cu, apresentam
propriedades Opticas exclusivas devido ao fendmeno da ressonéancia plasmonica de
superficie caracteristico desta classe de nanomateriais (RODUNER, 2006; KHAN,
SAEED, KHAN, 2017). Por causa destas propriedades, as nanoparticulas metdlicas
vém sendo amplamente utilizadas na fabricacdo de sensores eletroquimicos,
equipamentos eletrénicos, catalisadores e no diagnostico e tratamento de doencas,
como o cancer (GU et al., 2014; TAN et al., 2019; ISLAM et al., 2020; XU et al., 2022).

As nanoparticulas metalicas podem ser constituidas por um (monometélicas),
dois (bimetalicas) ou mais (multi-metélicos) elementos metdlicos diferentes. As
nanoparticulas bimetélicas tém sido bastante investigadas nos ultimos anos devido as
alteracdes observadas nas propriedades fisico-quimicas causadas pela interacédo de
dois metais distintos (ZALESKA-MEDYNSKA et al., 2015; GILROY et al., 2016).
Estudos mostram que a combinacdo de dois tipos de metais na estrutura das
nanoparticulas resulta na melhoria das suas propriedades cataliticas e eletrénicas,
podendo até causar o surgimento de novas propriedades que ndo sdao manifestadas
nas particulas monometalicas (TOSHIMA & YONEZAWA, 1998; ZALESKA-
MEDYNSKA et al., 2015).

Além da composi¢do quimica das nanoparticulas metélicas, o seu tamanho,

forma e estrutura influenciam diretamente nas suas propriedades fisico-quimicas, que
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por usa vez estdo intimamente relacionadas com o método e as condi¢des de preparo
das mesmas (RODUNER, 2006; KHAN, SAEED, KHAN, 2017). A depender do tipo de
metodologia usada no processo de sintese, pode-se obter nanoparticulas bimetalicas
com variados arranjos estruturais, formas e tamanhos, que por sua vez ira refletir em
um produto final com propriedades distintas (RODUNER, 2006; GILROY et al., 2016;
LOZA; HEGGEN; EPPLE, 2020). Desta forma, a investigacdo por melhores
metodologias de sintese de nanoparticulas bimetalicas tornou-se uma necessidade
devido a importancia de obter um nanomaterial com caracteristicas de interesse.

Nas ultimas décadas, uma nova classe de materiais hibridos constituido por
fungos filamentosos e nanoparticulas metalicas tem estado em evidéncia devido a
possibilidade de combinar as propriedades dos nanomateriais com as funcdes
biolégicas dos microrganismos (LI et al., 2003; SUGUNAN et al., 2007; BIGALL,
EYCHMULLER, 2010). Os bio-hibridos s&o formados por um suporte biol6gico, como
por exemplo fungos filamentosos, e uma camada extracelular constituida por
nanomateriais que envolve toda a superficie do microrganismo (SUGUNAN et al.,
2007; FONTES et al., 2014). A morfologia tubular uniforme dos fungos filamentosos e
a facilidade de incorporar nanoparticulas de diferentes metais tém sido uma das
grandes vantagens para utilizacdo destes microrganismos como suporte biolégico
para o preparo de bio-hibridos (BIGALL et al., 2008; ULLAH et al., 2017).

A integracdo de nanoparticulas metalicas na parede celular de fungos
filamentosos pode conferir propriedades fisico-quimicas diferentes a dos
nanomateriais do que se 0s mesmos estivessem dispersos em uma solucao (LI et al.,
2003). Por exemplo, as nanoparticulas de paladio (NPs-Pd) possuem excelentes
propriedades cataliticas, por esta razdo sdo bastante utilizadas em rea¢des quimicas
complexas, como reacdes de acoplamento C — C (LI et al., 2005; SALDAN et al.,
2015). Por outro lado, a atividade catalitica das NPs-Pd pode aumentar
consideravelmente se as mesmas fossem depositadas sobre a parede celular de
fungos filamentosos, pois aumentaria a area superficial do material e
consequentemente o numero de sitios ativos disponiveis para catalise (BIGALL et al.,
2008; FONTES, 2016). Alem disso, a microestrutura tubular composta pelo metal
paladio pode ser facilmente utilizada em reacdes cataliticas tanto na fase liquida
quanto em fase gasosa (BIGALL, EYCHMULLER, 2010).
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Diferentes tipos de metais nobres podem ser depositados na superficie da
parede celular dos fungos filamentosos, por exemplo, Bigall e demais pesquisadores
(2008) mostraram que diferentes espécies de fungos filamentosos apresentaram
afinidade por nanoparticulas de ouro, de prata, de platina e de paladio estabilizadas
por anion citrato. Por meio de medidas de EDS/EDX (espectroscopia de raios X por
energia dispersiva) das amostras de bio-hibridos, os pesquisadores verificaram que o
crescimento do micélio fungico foi 10 vezes maior para o sistema contendo
nanoparticulas de ouro se comparado com 0s sistemas contendo nanoparticulas de
paladio ou de platina (BIGALL et al., 2008). A toxicidade do metal paladio frente a
células e microrganismos ja tem sido relatada em diversos trabalhos cientificos
(MALLIKARJUNA et al., 2013; IAVICOLI et al., 2017; RABIEE et al., 2020), o que
justifica a baixa afinidade dos fungos filamentosos frente a este metal.

Na tentativa de contornar essa baixa afinidade dos fungos filamentosos com
nanoparticulas de paladio, o nosso grupo de pesquisa LBQM desenvolveu um
trabalho onde bio-hibridos fangicos paladizados foram obtidos pela deposicdo do
paladio metalico sobre nanoparticulas de ouro previamente integradas na superficie
dos fungos, jA que os mesmos apresentam alta afinidade com NPs-Au, como foi
mostrado pelo trabalho de Bigall e colaboradores (2008) citado anteriormente. Este
bio-hibrido fungico com superficie rica em paladio mostrou-se ser cataliticamente ativo
em reacOes de hidrogenacdo a temperatura ambiente (FONTES, 2016; FONTES et
al., 2021).

No preparo destes bio-hibridos fungo/NPs-Au paladizados, segundo o0s
pesquisadores, as nanoparticulas de ouro decoradas na parede celular do fungo
atuaram como “sementes” no processo de deposicdo do metal Pd® sobre a sua
superficie, apés a reducédo dos ions Pd?* com &cido ascoérbico (FONTES, 2016;
FONTES et al., 2021). Assim, neste processo, foram formados nanoparticulas
bimetalicas de ouro e paladio (NPs-Au@Pd) sobre o micélio fungico, como € mostrado
no esquema ilustrativo da Figura 1(A).

Com base nas micrografias do bio-hibrido fungo/NPs-Au@Pd obtidas no
microscopio eletronico de transmissao, as quais foram retiradas do trabalho cientifico
publicado por Fontes e colaboradores (2021), observa-se na imagem representada
pela Figura 1B uma secéo transversal do fungo revestido com uma camada densa de

nanoparticulas metéalicas. Nesta imagem foi possivel confirmar a formacdo de
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nanoparticulas bimetalicas de ouro e paladio sobre a superficie do fungo (FONTES et
al., 2021). No entanto, na Figura 1C é mostrada uma micrografia das nanoparticulas
com detalhes com um aumento de 400 000X, onde € possivel perceber irregularidades
na forma das nanoparticulas (ndo-esféricas) e nao uniformidade na cobertura da
camada de paladio nas NPs-Au (conforme indicado pela seta na Fig. 1C) (FONTES et
al., 2021).

Como as propriedades das nanoparticulas bimetalicas sdo estritamente
dependentes da composicdo e espessura da camada metalica externa, é de suma
importancia a obtencdo de nanoparticulas bimetélicas com formas e estruturas
regulares, e com uma cobertura uniforme de metal paladio sobre as NPs-Au; ja que,
esses fatores (forma, estrutura e espessura da camada externa) influenciam
diretamente nas caracteristicas dos bio-hibridos fungicos, e por fim na sua
aplicabilidade (KUBO et al., 2017; FONTES et al., 2021).

Figura 1. Esquema proposto para a formagao de bio-hibrido fungo/NPs-Au com cobertura de
palddio (A). Imagens do MET do bio-hibrido A.niger/NPs-Au paladizado (B) e das
nanoparticulas de ouro e paladio com aumento de 400 000X (C).

Fonte: Adaptado de FONTES, 2016 e FONTES et al., 2021.

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho de doutorado consiste na sintese
e caracterizacdo de nanoparticulas bimetalicas de ouro e paladio com adicdo
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controlada do metal Pd sobre a superficie das nanoparticulas de ouro, para posterior
integracdo em fungos filamentosos. Além disso, a intencdo de produzir nanoparticulas
de ouro revestidas com metal paladio para deposi¢cdo em células fungicas consiste na
aplicacao deste bio-material em reacbes quimicas para o estudo de uma possivel
atividade catalitica.

Neste primeiro capitulo serd apresentado uma revisdo da literatura sobre as
nanoparticulas bimetalicas, as metodologias comumente utilizadas para a sua sintese,
0s tipos de estruturas obtidas, bem como as suas propriedades fisico-quimicas. Além
disso, serdo abordados também os diferentes efeitos que podem surgir com a adicédo
de um segundo metal na composi¢do de uma nanoparticula monometélica. Por fim,
sera mostrado o procedimento de preparo de suspensdes de nanoparticulas
bimetalicas de ouro e paladio com estrutura do tipo core-shell (NPs-Au@Pd), ou seja,
nanoparticulas com nucleo formado de Au e envolto em uma camada de metal Pd; e
as caracterizacdes realizadas nestas solucdes coloidais. Sera apresentado também
0os resultados do estudo da influéncia da adicdo do metal paladio sobre o

comportamento optico das nanoparticulas de ouro.

1.2 REVISAO DA LITERATURA

1.2.1 NANOPARTICULAS BIMETALICAS

As nanoparticulas bimetélicas tém sido bastante investigadas, devido a
possibilidade de aplicacdes em diversos ramos cientificos e tecnoldgicos, como em
catalise, fotocatalise, energia solar e na fabricacdo de sensores (NUTT et al., 2006;
LI, CHEN, 2015; LUO et al., 2018; URZUA et al., 2022). Estudos mostram que a sua
ampla aplicabilidade se deve ao fato das propriedades fisico-quimicas exclusivas
deste nanomaterial, as quais séo resultantes da combinacgao de dois tipos de metais
distintos e a possibilidade de formacdo de diferentes formas estruturais (LIU,
WECHSLER, ZHANG, 2008; GILROY et al., 2016).

A interacdo de dois elementos quimicos metalicos diferentes na estrutura das
nanoparticulas pode melhorar as propriedades cataliticas e eletronicas, e até mesmo

favorecer o aparecimento de novas propriedades ausentes nas nanoparticulas
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monometalicas (TOSHIMA & YONEZAWA, 1998). Um exemplo que pode ser citado
refere-se ao aumento da atividade catalitica de nanoparticulas de ouro recobertas por
atomos de Pd frente a reacéo de reducgdo do p-nitrofenol com borohidreto de sédio,
mostrando-se ser mais eficiente do que as nanoparticulas de ouro e de paladio puras
(SRISOMBAT et al., 2017).

Para entender o motivo dessas alteracdes é preciso conhecer os fatores que
contribuem para o surgimento das propriedades das nanoparticulas monometalicas,
para entdo compreender 0 que acontece em sistemas mais complexos, como é o caso
das nanoparticulas bimetalicas. O comportamento de 4&tomos e elétrons em materiais
com tamanhos nanométricos € bem diferente dagueles em nivel macroscopico, e
guanto menor o tamanho da particula mais evidente sdo os efeitos quanticos e de
superficie (MELO & PIMENTA, 2004; ZARBIN, 2007). Tais fatores sdo responsaveis
pelas mudancas observadas nas propriedades das nanoparticulas metalicas
(RODUNER, 2006).

As propriedades fisico-quimicas de um material sdo resultantes do grau de
mobilidade dos seus elétrons, que por sua vez esta relacionado com o espaco que 0s
mesmos estao confinados, ou seja, com a dimenséo espacial do material (RODUNER,
2006). Segundo a teoria de bandas, os orbitais atdmicos de valéncia de um atomo de
um metal se sobrepdem com outros orbitais atbmicos de atomos vizinhos, para formar
orbitais moleculares. Essa combinag¢do dos orbitais atbmicos originam os orbitais
moleculares ligantes (de menor energia) e antiligantes (de maior energia) e, 0 numero
de orbitais moleculares formados € igual ao nimero de orbitais atbmicos que se
sobrep6em (BROWN et al., 2016).

A medida que o nimero de atomos metalicos aumenta, o nimero de orbitais
moleculares também aumenta, e a interacdo entre eles da origem as bandas de
energia, as quais se estendem por toda a estrutura do metal. A diferenca energética
entre os orbitais moleculares € tdo pequena, que o agrupamento desses orbitais
resulta em uma banda continua de estados energéticos permissiveis. Os elétrons
deste metal podem se mover livremente entre a banda de valéncia (totalmente
preenchida pelos elétrons) e a banda de conducédo (ndo preenchida, ou seja, vazia),
como esta representada pela estrutura de bandas, no lado esquerdo da Figura 2
(BROWN et al., 2016).
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Portanto, de acordo com a teoria de bandas, em um metal macroscoépico devido
a sua estrutura de bandas, os seus elétrons podem se mover livremente por todo
material. Desta forma, pode-se dizer que os elétrons estdo menos confinados nesta
estrutura eletrénica. Logo, o movimento dos elétrons de um metal ndo é quantizado,
ou seja, uma pequena quantidade de energia absorvida é suficiente para perturbar o
sistema, ja que ndo existe uma separagcdo energética entre as bandas de valéncia e
de conducdo, como é mostrado na Figura 2. Por esta razdo, os metais apresentam

propriedades condutoras mesmo em baixas temperaturas (EL- SAYED, 2001).

Figura 2. Variagédo do intervalo entre as bandas eletrénicas (band gap ©) e densidade de
estados com o0 aumento do nimero de a&tomos no sistema (da direita para esquerda).
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Fonte: Adaptado de RODUNER, 2006.

Ao reduzir as dimensdes fisicas deste mesmo material a nivel nanométrico,
aumenta-se o confinamento dos elétrons e 0 seu movimento torna-se quantizado, ja
gue os niveis energéticos deixam de ser continuos para torna-se discretos. Além
disso, surge uma pequena separacdo energeética entre as bandas de valéncia e de
conducado, denominada de band gap O, cujo valor é igual ou maior que a energia
térmica, KT (Figura 2). Desta forma, o metal com caracteristicas condutoras torna-se

um metal semicondutor. Ao passo que, aumenta-se cada vez mais o confinamento
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eletrbnica, observa-se um aumento no band gap (& >>> KkT), tornando o material
semicondutor em um isolante (EL-SAYED, 2001). Deste modo, as nanoparticulas
metalicas apresentam propriedades quimicas e fisicas diferentes dos seus respectivos
materiais macroscopicos devido ao maior confinamento eletrénico resultante do seu
tamanho reduzido.

J4, o efeito de superficie esta relacionado com a dispersdo de uma particula,
gue é definida como fracdo de atomos na superficie em relacdo ao numero de total de
atomos. A dispersao pode ser medida pela razéo entre area superficial e o volume da
particula (RODUNER, 2006). Segundo Roduner (2006), quanto menor o nimero total
de atomos de uma particula, ou seja, quanto menor o seu tamanho, maior é a fracéo
de &tomos situados em sua superficie (disperséo), como pode ser observado na curva
de dispersdo em funcdo numero total de atomos de uma dada particula cubica
hipotética representada pela Figura 3.

Os atomos localizados na superficie apresentam comportamento diferente
daqueles localizados no interior da particula. Os atomos da superficie apresentam um
menor niumero médio de coordenacao, isto €, ttm menor nimero de atomos vizinhos
proximos se comparado com os atomos situados no interior da particula. Por esta
razdo, 0s atomos internos sdo mais estaveis do que aqueles situados na superficie,

devido ao maior numero de ligagbes entre os atomos vizinhos (RODUNER, 2006).

Figura 3. Variacdo da dispersdo em funcao do nuamero total de &tomos de uma particula
cubica hipotética.
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Fonte: Adaptado de RODUNER, 2006.
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Considerando-se uma particula hipotética com estrutura cubica, os atomos
localizados nos vértices sdo menos coordenados do que os atomos das arestas,
seguido daqueles situados na superficie plana; assim, os atomos dos veértices tém
uma maior disponibilidade para interagir com moléculas adsorvidas, ou seja, sdo mais
reativos. Devido ao efeito de superficie, as nanoparticulas de ouro de poucos
nandmetros, por exemplo, apresentam uma excelente atividade catalitica frente a
diversas reacfes, ao passo que o0 ouro em nivel macroscopico € considerado um
material inerte (RODUNER, 2006).

No que tange as nanoparticulas bimetélicas, a adicdo de um segundo metal na
composicdo de uma nanoparticula monometalica pode ocasionar o surgimento de
novos efeitos, cujo o entendimento ainda estd em debate devido a sua ampla
complexidade. Segundo Strasser e colaboradores (2016), existem trés efeitos que
podem contribuir para a mudanca nas propriedades fisico-quimicas das
nanoparticulas bimetalicas, sé@o eles: o efeito ensemble (de conjunto), efeito ligante e
geomeétrico.

O efeito de conjunto se deve a presenca de agrupamentos isolados de poucos
atomos de outro tipo de elemento metalico na superficie de uma nanoparticula. Esse
conjunto de atomos atua como um sitio ativo em uma reac¢do catalitica, apresentando
uma melhor atividade catalitica se comparado as nanoparticulas com atomos da
superficie distribuidos de forma continua (CHEN et al., 2005; STRASSER et al., 2010).

Por exemplo, Pretzer e colaboradores (2016) realizaram um estudo da
influéncia da presenca de atomos de Pd na superficie de nanoparticulas de Au (NPs-
Au) sobre a atividade catalitica da reacéo de reducéo do 4-nitrofenol. As NPs-Au@Pd
foram preparadas com diferentes coberturas superficiais de Pd (10 a 200%). Os
resultados de conversdo mostraram uma atividade catalitica méxima para NPs-
Au@Pd com cobertura superficial de 150%, como mostra o grafico representado na
Figura 4. Os autores atribuiram o aumento da atividade catalitica para NPs-Au@Pd
com 150 % de cobertura superficial de paladio a presencga de conjuntos de atomos de
Pd parcialmente oxidados sobre a superficie das nanoparticulas de ouro (efeito de
conjunto), que consiste em 4 a 5 atomos de Pd, em média, identificados por
espectroscopia de absorcéo de raios X (PRETZER et al., 2016).
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Figura 4. Namero de mols de 4-nitrofenol reduzido em um sitio ativo por unidade de tempo
(TOF), em funcao da cobertura superficial (sc %) de Pd em NPs-Au@Pd.
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Fonte: Adaptado de PRETZER et al., 2016.

J4a, o efeito ligante corresponde a transferéncia de carga eletrbnica entre
atomos vizinhos de elementos metalicos diferentes devido a diferenca de
eletronegatividade ou func¢éo trabalho (energia necesséria para remover um elétron
de um metal sélido) (TEDSREE et al., 2011; GILROY et al., 2016). Na Figura 5 estédo
representadas as bandas de valéncia (semipreenchida) e de conducéo (vazia) de um
metal hipotético. O ultimo nivel de energia ocupado em uma banda de valéncia é
chamado de nivel de Fermi, como esté indicado na Figura 5. Segundo Tedsree e
colaboradores (2011), quando dois atomos metalicos com diferentes niveis de Fermi
interagem entre si, ocorre uma transferéncia de carga do metal com nivel de Fermi
mais alto para o mais baixo. Este processo ocasiona uma modificacdo na estrutura
eletrdnica dos atomos, resultando assim, em uma mudanca nas propriedades
guimicas do nanomaterial (TEDSREE et al., 2011).
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Figura 5. Representacdo ilustrativa das bandas de conducéo e de valéncia e do nivel de Fermi

de um metal hipotético.
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Fonte: Adaptado de Prado, Farias, 2015.

Tedsree e demais pesquisadores (2011) realizaram um estudo catalitico para
a reacdo de decomposicdo de acido férmico utilizando nanoparticulas bimetalicas
(M@Pd) com camada superficial de Pd e um nucleo constituido pelo metal M, onde M
= Ru, Rh, Pt, Ag e Au. Neste estudo, avaliou-se o efeito do ndcleo interno constituido
por diferentes elementos metalicos sobre a atividade catalitica das nanoparticulas
bimetalicas M@Pd. Os pesquisadores verificaram uma correlacdo linear entre a
atividade catalitica do metal Pd e a fung¢do trabalho do nucleo, M, formado por
diferentes metais (Figura 6). Com base no grafico mostrado na Figura 6, a medida que
diminui a funcao trabalho dos metais do nucleo das nanoparticulas, maior € a taxa de
decomposicao do acido formico, ou seja, ha um aumento da atividade catalitica das
nanoparticulas bimetalicas M@Pd com o nucleo composto por metais com valores
baixos de funcéo trabalho (TEDSREE et al., 2011).
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Figura 6. Gréfico das taxas de decomposi¢édo do acido férmico monitoradas por RMN C13
sobre diferentes nanocatalisadores M@Pd, M = nucleo e Pd = invilucro metalico de Pd, na
proporcdo 1:1, versus funcéo trabalho do ndcleo M, onde M = Ru, Rh, Pt, Ag e Au.
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Fonte: Adaptado de TEDSREE et al., 2011.

Os pesquisadores atribuiram como fator predominante para este
comportamento a redistribuicdo de carga entre os metais do nucleo e da camada
externa de paladio metalico, ou seja, ao efeito ligante. Para os autores, ha uma
transferéncia de carga da maioria dos nucleos de metal para o involucro de Pd devido
a diferenca liquida na funcao de trabalho (a funcéo trabalho do Pd € 5,6 eV). A prata
metdlica (funcéo trabalho da Ag € 4,73 eV), com a menor diferenca na funcdo de
trabalho em relacdo ao Pd, resulta em uma promocao de elétrons mais forte para a
camada de Pd se comparado com o0s outros tipos de metais. Logo, a atividade
catalitica mais alta é exibida pelas nanoparticulas bimetélicas Ag@Pd. (TEDSREE et
al., 2011).

Por outro lado, o efeito geométrico estéa relacionado com o arranjo espacial dos
atomos situados na superficie, o qual é afetado pela tensdo de rede, geometria e
tamanho das nanoparticulas (GILROY et al., 2016). Segundo Wu e colaboradores
(2012), a adicdo de um segundo atomo metélico diferente em uma nanoparticula
monometalica provoca uma deformacdo na sua geometria. Esta alteracdo gera uma
tensdo de compressao ou de estiramento sobre os atomos, a depender do tamanho
do atomo adicionado. A tensdo de rede gerada, por sua vez, promove uma

modificacdo nos niveis eletrénicos dos atomos.
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Segundo Strasser e colaboradores (2016), € dificil separar esses efeitos. Em
alguns casos, os efeitos de ligante e geométrico ocorrem simultaneamente, ou até
mesmo os trés podem estar presentes. Com base no que foi discutido a respeito dos
fatores que podem contribuir na mudanca das propriedades das nanoparticulas
bimetalicas, nota-se que os parametros fisicos (tamanho, forma e arranjo estrutural)
das nanoparticulas influenciam diretamente na redistribuicdo dos elétrons nos niveis
eletronicos (ZALESKA- MEDYNSKA et al., 2015; GILROY et al., 2016). Desta forma,
o conhecimento detalhado sobre as variadas estruturas das nanoparticulas
bimetalicas é essencial para entender as suas propriedades, e consequentemente
pode favorecer para o0 aumento da sua aplicabilidade.

As nanoparticulas bimetélicas no que se refere ao seu arranjo estrutural podem
ser classificadas basicamente em trés tipos: ligas, aglomerados metélicos e caroco-
casca (core-shell). Com base na literatura, variacdes destes tipos de estruturas de
nanoparticulas podem ser obtidas a depender da metodologia utilizada na sintese, da
distribuicdo de cada metal no material e de sua organizacdo (ZALESKA- MEDYNSKA
et al., 2015). Deste modo, as nanoparticulas bimetalicas podem adquirir diversas
formas estruturais como: ligas misturadas aleatoriamente ou ordenada, core-shell,
core-shell com multiplas camadas, aglomerados metélicos com duas ou trés

interfaces, que sao representadas na Figura 7.

Figura 7. Estruturas de nanoparticulas bimetalicas: (A) Liga aleat6ria, (B) Liga ordenada, (C)
Pequenos aglomerados com uma interface, (D) com trés interfaces, (E) com menor nimero
de ligacdes na interface, (F) Core-shell, (G) Core-shell com mudltiplas camadas, (H) NPs com
pequenos nucleos de um metal revestido por uma camada de outro metal e (I) NPs com nucleo
maével em um invélucro oco.

(A) (B) (C) (D)
(F) (G)

Fonte: ZALESKA-MEDYNSKA et al., 2015.

(E) (H) "
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As nanoligas séo formadas por misturas de dois tipos de metais A (vermelho)
e B (azul) de forma aleatoria (Fig. 7A) ou homogénea (Fig. 7B). Quando a ligagdo A-
A e B-B € mais forte que a ligacdo A-B, pequenos aglomerados sdo formados, o qual
pode apresentar uma ou trés interfaces (Fig.7C e 7D) ou com um numero menor de
ligacdes A-B na interface (Fig. 7E). J4, as nanoparticulas com estrutura do tipo core-
shell consistem em um nucleo formado por um metal A que é revestido por uma
camada de um outro tipo de metal B (Fig. 7F). Diferentes classes da estrutura core-
shell podem ser obtidas, como sdo mostradas na Figura 7G-lI (ZALESKA-MEDYNSKA
et al., 2015).

Na Figura 8 & mostrado varias nanoparticulas bimetélicas com diferentes
formas e estruturas, as quais podem ser obtidas por meio do controle de alguns
parametros de sintese e pelo tipo de metodologia empregada na sintese (co-reducao
e reducao sequencial) (MIN; WANG, 2020), que sera abordada detalhadamente no
proximo sub-tépico.

Figura 8 Nanoparticulas bimetélicas com diferentes formas e estruturas: (A) Nanoliga
esféricas de Au-Ag. (B) Nanoplacas de Ag@Au Core-shell. (C) Nanobastdes Au@Pd Core-

shell. (D) Nano-caixas ocas e nanotubos. (E) Nano-molduras octaédricos de Au-Ag. (F) Nano-
caixas de parede dupla de Au-Ag.

Fonte: MIN; WANG, 2020.
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As nanoparticulas bimetalicas tipo core-shell tem mostrado uma maior
aplicabilidade em diversas areas da nanotecnologia, como catélise, eletrocatalise e
biomedicina se comparado com os demais nanomateriais (ZHONG, MAYE, 2001,
CHATTERJEE et al., 2014; GAWANDE et al., 2015). Isso se deve ao fato da
capacidade de aprimoramento das propriedades dessas nanoparticulas, como a
reatividade, modificando-se a sua superficie por meio de um simples recobrimento
com outro tipo de metal (NUTT et al., 2006; ZHANG et al., 2013; PRETZER et al.,
2016). Outra vantagem da utilizacdo da estrutura core-shell em relacdo as demais,
estd no menor consumo de metais caros. Por exemplo, 0 nucleo constituido por um
metal mais abundante é revestido por um metal nobre, resultando em um menor custo
comparado com o material nobre puro de mesmo tamanho (CHAUDHURI, PARIA,
2012). Assim, para a obtencéo de nanoparticulas bimetalicas com o arranjo estrutural
esperado e com propriedades desejaveis, sdo necessarios o estudo aprofundado e o

aprimoramento dos métodos utilizados para a sintese desses nanomateriais.

1.2.2 SINTESE DE NANOPARTICULAS BIMETALICAS

As nanoparticulas metalicas podem ser preparadas por meio de duas
metodologias gerais: abordagem top-down (de cima para baixo) e bottom-up (de baixo
para cima). A abordagem top-down, consiste em um método onde um material
macroscopico tem seu tamanho reduzido por uma técnica destrutiva a fim de obter
particulas em escala nanométrica. As técnicas mais utilizadas nesta abordagem séo:
decomposicdo térmica de complexos de metais de transicdo, pulverizacdo e
vaporizacao a laser (FERRANDO, JELLINEK, JOHNSTON, 2008). Ja, a abordagem
bottom-up é um método que consiste na construcédo de pequenas particulas a partir
de suas unidades basicas (atomos e moléculas). As principais metodologias que
seguem esta abordagem sdo: reducdo quimica, precipitacdo, método sol-gel e
reducao eletroquimica (TOSHIMA, YONEZAWA, 1998; SHARMA et al., 2017).

As nanoparticulas bimetélicas podem ser sintetizadas tanto pela metodologia
top-down como pela bottom-up. No entanto, a abordagem bottom-up é a mais utilizada

devido a facilidade de controlar o tamanho e a forma das nanoparticulas a serem
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preparadas (GILROY et al., 2016). Vale ressaltar que, a maior parte das metodologias
empregada na sintese de nanoparticulas bimetalicas € a mesma utilizada no preparo
das nanoparticulas monometalicas (GAWANDE et al., 2015).

Diversas metodologias tém sido empregadas para a sintese de nanopatrticulas
bimetalicas com diferentes formas e arranjos estruturais, tais como sintese por
microondas, método sonoquimica, sintese por microemulsdo e sintese bioldgica
(MIZUKOSHI et al., 2000; HARPENESS & GEDANKEN, 2004; WU; CHEN; HUANG,
2001). No entanto, a reducdo dos precursores metalicos por agentes redutores
quimicos em meio aquoso é a metodologia mais comumente utilizada devido a sua
simplicidade e baixo custo (GILROY et al., 2016).

A sintese de nanoparticulas por reducdo quimica consiste em uma reacao de
transferéncia de elétrons do agente redutor (doador de elétrons) para o0s ions
metélicos (receptor de elétrons) na presenca de agentes estabilizantes, como ions
citrato, alguns surfactantes (por exemplo, triton X-100) ou ligantes poliméricos (por
exemplo, polivinilpirrolidona, PVP), os quais atuam de modo a evitar a precipitacéo
das nanoparticulas formadas (FERRANDO, JELLINEK, JOHNSTON, 2008).

Diferentes agentes redutores quimicos podem ser utilizados na sintese de
nanoparticulas metalicas, tais como o &cido ascorbico, acido citrico, citrato de sodio e
hidrazina. No entanto, o agente redutor mais comumente utilizado € o borohidreto de
sodio (NaBHa4) devido ao seu alto poder de redugédo com potencial de reducgéo de -
1,24V empH 14 e -0,48 Vem pH 0, fornecendo 8 elétrons por mol e tem a capacidade
de reduzir sais metalicos em meio aquoso e solventes organicos (LU, 1995;
ZALESKA-MEDYNSKA et al., 2015).

As nanoparticulas metalicas sdo termodinamicamente instaveis, devido a alta
energia superficial proveniente dos efeitos de superficie e de confinamento quantico.
Diante disso, ha uma tendéncia natural de agregacédo dessas particulas. Para evitar a
agregacao e, por conseguinte a formacdo de precipitados, € necessario o uso de
agentes estabilizantes, como o ion citrato, por exemplo, durante a sintese das
nanoparticulas em suspensao. Os ions citrato propiciam a formacao da dupla camada
elétrica, quando os mesmos adsorvem na superficie das nanoparticulas de Au,
tornando as carregadas negativamente, de modo que a estabilizacdo ocorre por meio
da repulsdo eletrostatica (ZHAO, ASTRUC, 2013; DE SOUZA, NOGUEIRA,

ROSTELATO, 2019).
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As nanoparticulas bimetalicas podem ser preparadas via redug¢do quimica, que
€ um processo similar aos das nanoparticulas monometéalicas. A formacédo de
nanopaticulas metalicas ocorre em duas etapas, nucleacao e crescimento. Na Figura
9 é mostrado um esquema ilustrativo do mecanismo de formacdo de nanoparticulas
de ouro. O processo inicia-se com uma etapa rapida de reducdo quimica dos ions
Aut a Au®, em seguida, ocorre a coalescéncia dos pequenos nucleos de Au formados
originando particulas com tamanhos maiores. Na segunda etapa tem-se o
crescimento por difusédo, onde ions Au®* sdo reduzidos mais lentamente na superficie
das particulas de ouro recém-formadas; além disso, ocorre também a formacédo da
dupla camada elétrica. Por fim, as nanoparticulas crescem rapidamente até o seu
tamanho final, onde todas as espécies precursoras sdo consumidas por completo
(POLTE et al., 2010).

Figura 9. Representacdo esquematica do mecanismo de formagdo de nanoparticulas
esféricas de ouro.

1. Redugéo e nucleagao 2. Coalescéncia dos nucleos

AAA:‘—> :} — % — B

«

Precursor

Nucleo

Nanoparticulas

Fonte: Adaptado de THANH, MACLEAN, MAHIDDINE, 2014.

O mecanismo de formacdo de nanoparticulas de metais coloidais pode ser
explicado pelo modelo de LaMer, o qual foi estabelecida pelos pesquisadores LaMer
e Dinegar em 1950 (LAMER, DINEGAR, 1950; PAIVA et al., 2021). Na Figura 10 é
mostrada a curva de LaMer, a qual descreve a evolucdo da concentracdo atdbmica
durante as etapas de sintese de nanoparticulas metalicas em funcdo do tempo. De
acordo com esta curva, 0 mecanismo de formacg&o dos nanocristais para a sintese via
reducd@o quimica, compreende dois processos basicos: nucleacéo e crescimento, que

de modo mais detalhado pode ser dividido em trés etapas: 1) Producéo de atomos, II)

Nucleacéo e lll) Crescimento dos nanocristais (YOU; FANG, 2016).
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Na primeira etapa do mecanismo de sintese de nanocristais metélicos segundo
a curva de LaMer, os precursores do metal sdo transformados em atomos metélicos
zero-valente por meio de uma reducgéo quimica ou decomposicédo. A medida que os
atomos neutros sdo gerados, ocorre um aumento na concentracéo atébmica até atingir
0 ponto de supersaturacao (Cmin). O ponto de supersaturacéo pode ser definido como
a concentracdo minima necessaria para iniciar o processo de aglomeragdo dos
atomos para formacao dos nucleos, ou seja, a etapa de nucleacdo (YOU; FANG, 2016).
Uma vez que a concentracdo atdmica excede este ponto de supersaturacao,
inicia-se a segunda etapa, a nucleacdo, processo onde 0os a&tomos comegam a se
agregar para formar pequenos aglomerados estaveis denominados de nucleos (YOU;
FANG, 2016; PAIVA et al., 2021). A medida que os nlcleos se formam, os atomos
disponiveis na solucdo sdo consumidos rapidamente, e o processo de nucleacéo
cessard quando a concentracdo atbmica cair abaixo do ponto de supersaturagao,
conforme indicado na curva de LaMer (Figura 10).

Figura 10. Curva de LaMer descrevendo trés estagios de formacao de nanocristais metalicos
coloidais. Estagio |: Producéo de atomos, Il: Nucleacdo e |IIl: Formagdo de sementes e
crescimento.
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Fonte: Adaptado de YOU; FANG, 2016.

Na terceira etapa, o tamanho dos nucleos aumenta gradativamente devido a
adicdo continua de atomos metalicos em sua superficie, formando desta forma

aglomerados maiores e estaveis (sementes). Estes aglomerados crescem para formar
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0S nanocristais com estrutura definida até que a concentragdo atdbmica diminua para
0 ponto Cs, concentracéo de solubilidade de nanocristais. Neste ponto a concentracao
torna-se constante e o crescimento dos nanocristais é encerrado (YOU; FANG, 2016;
XIA et al., 2016).

O modelo de LaMer é baseado na teoria classica de nucleacéo de particulas,
desenvolvida por Becker e Doéring na década de 1930. Essa teoria descreve a
condensacdo de liqguido da fase de vapor, e foi ampliada para processos de
cristalizacdo de solido a partir de uma solucdo supersaturada, cujo principio foi
utilizado no desenvolvimento do modelo de LaMer (POLTE, 2015). E importante
ressaltar que existem dois tipos de nucleacdo, a nucleagdo homogénea e a
heterogénea. A nucleacdo homogénea (ou auto-nucleacao) ocorre quando o nucleo é
formado de maneira espontanea e uniforme em meio a solucdo coloidal. Ja, a
nucleacao heterogénea, o nucleo se forma sobre superficies solidas na interface com
a fase liquida, como por exemplo, na propria superficie interna da vidraria onde ocorre
a reacao, nas impurezas sélidas ou em nanoparticulas pré-formadas (PAIVA et al.,
2021).

No que tange a formacédo das nanoparticulas bimetélicas, a reducédo quimica e
as etapas subsequentes de nucleacgéo e crescimento podem ser realizada através de
dois mecanismos: co-reducdo e reducdo sucessiva (GILROY et al., 2016). A co-
reducdo é um método simples e direto para formar ligas metalicas M-N. Neste método,
dois precursores contendo metais M e N séo reduzidos, na presenca de um agente
redutor, simultaneamente, em atomos neutros, M® e N°. Estes atomos se aglomeram
para formar nucleos e crescem juntos gerando nanoligas M-N, como mostrado no
esquema ilustrativo na Figura 11A (GILROY et al., 2016).

O mecanismo de co-reducdo pode formar nanoparticulas bimetalicas com
estrutura core-shell, a depender da diferenca de potencial de reducéo entre os ions
metalicos envolvidos na reacdo. Espécies metalicas com potenciais de reducao
similares tendem a formar ligas; ja para ions metalicos com valores de potencial de
reducdo diferentes, aquele que apresenta o maior potencial precipita primeiro
formando o nucleo (core), em seguida ocorre deposi¢cdo do segundo metal sobre a
superficie do nudcleo, formando assim a camada externa (shell) (Figura 11A)
(ZALESKA-MEDYNSKA et al., 2015; GILROY et al., 2016).
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Figura 11. Esquema do mecanismo de formacdo de nanoparticulas bimetalicas via reducdo
guimica. (A) Co-reducédo e (B) Reducéo sucessiva.
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Fonte: Adaptado de Loza; Heggen; Epple, 2020.

A reducdo sucessiva € o método mais utilizado para sintetizar nanoparticulas
bimetalicas com estrutura core-shell; esta abordagem também é chamada de sintese
mediada por sementes. Neste processo, nanoparticulas do metal M pré-formadas
(sementes) com caracteristicas bem definidas atuam como sitio para nucleacéo
heterogénea de atomos do metal N gerados a partir da redugdo de um precursor
contendo N. Ou seja, atomos metalicos N recém-formados por reducéo quimica sao
depositados sobre a superficie de nanoparticulas de um outro tipo de metal, M, ja
existentes para formar nanoparticulas, ao invés de formar novos ndcleos no meio,
formando, assim, nanoparticulas bimetélicas core-shell M@N, como é mostrado na
Figura 11B (XIA et al., 2016; GILROY et al., 2016).

Geralmente, o processo de reducéo e nucleacao heterogénea ocorrem de forma
lenta a fim de favorecer a formacéo de um revestimento do nucleo mais uniforme (XIA
et al., 2016). A sintese mediada por sementes possibilita a transformacdo de
sementes em nanoparticulas com composi¢do, tamanho e forma bem controlados
(CHAUDHURI, PARIA, 2012). Na Figura 12 encontra-se representado um esquema
ilustrativo mostrando um procedimento geral de sintese de nanoparticulas bimetalicas
coloidais utilizando a abordagem da sintese mediada por sementes. Neste
procedimento, uma solucéo precursora € injetada em um recipiente contendo uma
mistura de sementes e um agente redutor (XIA et al., 2016). O precursor de metal &
reduzido para formar atomos de valéncia zero, que entdo sdo depositados na

superficie das sementes, em um processo de nucleacao heterogénea. O crescimento
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continuo das sementes pelo processo de coalescéncia, ou seja, pela juncdo dos
aglomerados formados, acontece até chegar no tamanho final da particula,
resultando, assim, na formacao de nanoparticulas com estrutura bem definida (Figura
10) (XIA et al., 2016).

Figura 12. Procedimento geral de sintese de nanoparticulas bimetalicas coloidais utilizando
a abordagem do crescimento mediado por sementes.

Precursor
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Fonte: Adaptado de XIA et al., 2016.

O processo de nucleagéo pode ser analisado segundo a termodindmica, como
€ mostrado no grafico de variacdo da energia livre de Gibbs (AG) em funcdo do raio
da particula (r), representado na Figura 13. Neste grafico é possivel observar duas
curvas, uma de cor amarela que indica o processo de nucleagdo homogénea e a curva
de cor azul que indica a variacdo da energia livre de Gibbs no processo de nucleacdo
heterogénea (XIA et al., 2016). Verifica-se que tanto a nucleacdo homogénea quanto
a heterogénea apresentam um mesmo raio critico (r*), o qual corresponde ao tamanho
minimo da particula para que ocorra o processo de crescimento do ndcleo. Por outro
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lado, observa-se diferentes maximos de AG para o mesmo valor de r* para a
nucleacdo homogénea (AGhomo) € heterogénea (AGhetero). ESse AG maximo, conhecido
como energia de ativacao, representa a energia livre critica necessaria para formacao
de nudcleos estaveis dispersos em solugédo (POLTE, 2015; PAIVA et al., 2021).

Ainda sobre o grafico da Figura 13, nota-se que a barreira energética para
iniciar a nucleacédo heterogénea (AGnetero) cONsiste na metade do que é necessario
para a nucleagdo homogénea (AGhomo), COMO mostra as curvas de variagdo da energia
livre de Gibbs. Portanto, uma menor concentracdo atdbmica (concentracdo do
precursor do metal N) é requerida para a nucleacdo heterogénea, ou seja, para ocorrer
a nucleacao heterogénea ndo € necessario uma solucdo supersaturada, ao contrario
da nucleacdo homogéna (XIA et al., 2016; GILROY et al., 2016). Logo, para prevenir
a formacdo de sementes do metal N através da auto-nucleag¢édo durante o processo
de sintese mediada por sementes, o precursor deste metal deve ser adicionado em
concentracdo abaixo da supersaturacdo. Se a concentracao dos atomos do metal N
exceder o limite da supersaturacdo, tanto a nucleacdo homogénea quanto a
heterogénea podem ocorrer ao mesmo tempo, resultando na formacdo de

nanoparticulas com diferentes tamanhos e formas (XIA et al., 2016).

Figura 13. Grafico mostrando a variacdo na energia livre de Gibbs (AG) em funcdo do
tamanho da particula (r) para nucleacao homogénea (linha amarela) e nucleacao heterogénea
(linha azul).

Fonte: Adaptado de XIA et al., 2016.
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O primeiro trabalho publicado utilizando o método de sintese mediada por
sementes para o preparo de nanoparticulas bimetalicas foi desenvolvido por Sun e
conlaboradores em 2002. Neste trabalho, foi produzido nanofios de prata com
didmetro na faixa de 30-40 nm e comprimento de até 50 um, com condutividade
elétrica comparavel a prata massiva (~0.8 x 10° S/cm). A primeira etapa da sintese
consistiu na formacao de nanoparticulas de Pt com diametro na ordem de ~ 5 nm pela
reducgéo do precursor de platina (PtClz) com etileno glicol (EG) aquecido a 160°C. Na
segunda etapa, atomos de prata formados pela reducdo de AgNOs com EG na
presenca de poli (vinilpirrolidona) (PVP). As nanoparticulas de Pt pré-formadas
serviram como sementes para a nucleacéo heterogénea e crescimento da prata sobre
sua superficie. Com auxilio do PVP, as nanoparticulas bimetalicas de Pt e Ag foram
capazes de crescer em forma de hastes com dimensdes na faixa de 30-40 nm (SUN
et al., 2002).

No mesmo ano, Lu e colaboradores relataram um método simples de preparo de
nanoparticulas bimetdlicas core-shell Au@Ag utilizando abordagem da sintese
mediada por sementes. O procedimento consiste na sintese das sementes de Au com
tamanho de 12 + 2 nm pela reducéo dos ions Au®* a Au® com ions citrato como agente
redutor. Na etapa seguinte da reacédo, foram preparados cinco conjuntos de solucdes
(A, B, C, D, E) contendo precursor de Ag, acido ascoérbico (agente redutor) e CTAB
(agente estabilizante). Diferentes quantidades da suspensédo das nanoparticulas de
Au (2, 1, 0.5, 0.2, 0.1 mL) foram adicionadas a cada uma das solucdes A, B, C, D e E,
respectivamente. O processo de reducdo e nucleacdo heterogénea ocorreram em
meio basico; e apds 10 min de reacédo foi observado uma mudanca de coloracao das
solucdes de vermelho para marrom, a depender da concentracdo das sementes de
Au, sugerindo, entdo, a formacéo de nanoparticulas bimetalicas core-shell de Au@Ag.
Nesse trabalho, os autores mostraram que € possivel preparar nanoparticulas
metalicas com estrutura core-shell com diferentes concentracdes do metal que reveste
0 nucleo de Au, e exibindo assim propriedades Opticas similar ao da prata metélica
(LU et al., 2002).

Diante dos trabalhados anteriormente citados, pode-se notar que fatores como,
composicdo quimica, a distribuicdo dos atomos na estrutura do nanomaterial e as

condicdes do seu preparo refletem diretamente nas suas propriedades finais. Logo, é
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necessario um controle preciso da espessura da camada do segundo metal que
reveste o nucleo e a sua uniformidade (GILROY et al., 2016). Diante disso, o estudo
das propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas bimetélicas € de suma
importancia para melhorar o desempenho deste nanomaterial para uso, por exemplo,
em sensores biolégicos e células solares (SANTOS et al., 2016); e assim, expandir a

sua aplicabilidade em diversas areas da ciéncia.

1.2.3 PROPRIEDADES OPTICAS DAS NANOPARTICULAS BIMETALICAS

Suspensfes de nanoparticulas metalicas de diferentes tamanhos e formas
apresentam diversas cores, como por exemplo, nanoparticulas de ouro com formas
de bastdes, conchas e poliedros em diferentes tamanhos e espessuras exibem
coloracdes que podem variar do vermelho ao violeta e do azul ao verde claro, como é
mostrado na Figura 14. Tal comportamento Optico das nanoparticulas de ouro difere
muito do seu respectivo material massivo, o qual apresenta uma cor amarelo brilhante
(KHAN; SAEED; KHAN, 2017).

Figura 14. Nanoparticulas de ouro em diferentes formas geométricas e tamanhos. a)
Nanobastdes, b) Nanoconchas e c¢) Nanopoliedros.
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Fonte: Adaptado de KHAN; SAEED; KHAN, 2017.
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Estas propriedades 6pticas exclusivas das nanoparticulas sdo resultantes de um
fendbmeno chamado de ressonéancia plasmonica de superficie, o qual esta diretamente
relacionado ao tamanho, forma e natureza quimica desses nanomateriais (CRUZ et
al., 2012). Em virtude do pequeno tamanho das nanoparticulas, a maior parte dos
atomos estéa localizada na superficie, ou seja, a propor¢cédo dos atomos na superficie
em relacdo ao volume € muito maior do que no seu respectivo material massivo.
Quando uma radiacdo eletromagnética com comprimento de onda menor que o
didmetro de uma dada nanoparticula, incide sobre a mesma, os elétrons livres dos
atomos da superficie interagem com esta radiacdo, e sdo deslocados no sentido
oposto ao do campo elétrico da luz incidente (ZALESKA-MEDYNSKA et al., 2015;
SANTOS et al., 2016). Na Figura 15 esta representada um esquema ilustrativo que
mostra a origem das oscilagdes dos elétrons devido ao acoplamento do dipolo elétrico

com a forca restauradora.

Figura 15. Esquema do fendmeno de ressonancia plasmonica de superficie em uma esfera
metalica.

Campo elétrico

Luz incidente e
Esfera metalica

\

Nuvem eletronica

Fonte: Adaptado de ZALESKA-MEDYNSKA et al., 2015.

Esta separacéo de cargas provoca a formacao de um dipolo elétrico, cujo campo
elétrico da origem a uma forga restauradora de natureza eletrostatica. Esta forca
restauradora, proveniente da atracdo nucleo-elétrons, tem a funcéo de restaurar a
posicéo de equilibrio, fazendo com que os elétrons se distribuam de maneira uniforme

pela particula. Quando esta forga é acoplada ao deslocamento dos elétrons dé origem
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a ressonancia plasmoénica de superficie (KELLY et al., 2003; MOORES;
GOETTMANN, 2006; SANTOS et al., 2016). Essas oscilacdes dos elétrons livres da
superficie apresentam uma frequéncia caracteristica, que depende da densidade
eletrdnica, da forma e do tamanho das nanoparticulas (CRUZ et al., 2012). No caso
das nanoparticulas de Au, Ag e Cu apresentam uma banda plasménica na regido do
visivel do espectro eletromagnético; ja as nanoparticulas de Pd e Pt exibem uma
banda plasmonica na regiao do ultravioleta (GILROY et al., 2016).

A condicdo para o surgimento da banda plasménica para as nanoparticulas
metélicas foi apresentada por Mie em 1908, por meio da resolugéo das equacdes de
Maxwell, na qual considerou a interagdo da onda eletromagnética com uma esfera
condutora (KELLY et al., 2003). De acordo com a teoria de Mie, considerando uma
particula esférica e com tamanho muito menor que o comprimento de onda da luz
incidente, tem-se que a condicdo de oscilacdo de plasmons de superficie é dada pela

expressdo matematica:

3
_ 24m*R’¢ /2 & 1)

m

ext A (& + 2&,)% + €

Onde o primeiro membro representa o espalhamento da luz, o qual depende do
raio da particula R, da constante dielétrica do meio ¢,, e do inverso do comprimento
de onda da radiacdo A. J4, o segundo membro representa a absorcao resultante da
ressonancia plasménica, a qual depende da parte real &, e imaginaria ¢; da constante
dielétrica da particula, e da constante dielétrica do meio. Com base na equacéo 1, a
banda de absorcdo plasmoénica aparece quando ¢, = —2¢,. Nesta condicdo, o
denominador tende a zero, contribuindo para o aumento do segundo termo da
equacao, resultando assim em um espectro de absor¢cdo observado
experimentalmente para particulas esféricas (JAIN et al., 2007).

No que tange as nanoparticulas bimetélicas, tanto a coloracdo da suspensao
quanto a posicado da banda plasménica sédo dependentes da forma e tamanho das
nanoparticulas, bem como da sua composigéo e da distribuicdo dos metais em sua
estrutura. Para a estrutura core-shell (ndcleo-casca), o metal que constitui a camada

externa da nanoparticula determina a coloracdo da dispersdo coloidal, e, por
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conseguinte a posicado da banda plasmoénica (ZALESKA-MEDYNSKA et al., 2015).

A influéncia da composicdo quimica e da espessura da camada externa de
nanoparticulas bimétalicas Au@Pd sobre suas propriedades Opticas foi estudada por
Cui e colabordores em 2008. Neste trabalho, as nanoparticulas bimetalicas Au@Pd
foram sintetizadas seguindo o método de crescimento mediado por sementes.
Nanoparticulas de ouro pré-preparadas foram usadas como sementes para a
nucleacdo heterogénea do metal Pd formado pela reducéo de diferentes quantidades
do precursor Pd por acido ascérbico a temperatura ambiente (CUI et al., 2008). Na
Figura 16 € mostrado o comportamento Optico das solu¢bes de Au@Pd em diferentes
espessuras da camada de Pd metdlico a partir do espectro de absor¢éo na regiao do

UV-vis, e a imagem digital das suas respectivas solu¢des coloidais.

Figura 16: Espectro de absorgdo na regido do UV-vis de nanopatrticulas de Au@Pd em funcéo
da espessura da camada de Pd metalico.
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Fonte: CUI et al., 2008.

Com base nos espectros de absor¢do na regido do UV-vis, é possivel perceber
gue a intensidade da banda plasmoénica da nanoparticula de Au diminui a medida que
se aumenta a espessura da camada de Pd metalico. Para a nanoparticula Au@Pd

com 20 nm de espessura, a banda plasménica desaparece devido a presenca do
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metal Pd, o qual ndo exibe nenhuma banda de absor¢cdo na regido do visivel,
indicando assim que houve uma eficiente deposicédo do Pd metélico sobre a superficie
da nanoparticula de Au (CUI et al., 2008). A mudanca no comportamento Optico das
nanoparticulas de ouro em funcdo da espessura da camada de revestimento de
paladio € visivelmente perceptivel em virtude da alteracdo da coloracdo résea da
suspensao de nanoparticulas de Au para marrom em suspensao de nanoparticulas
Au@Pd com 12 nm de espessura da camada de Pd, até chegar a uma coloracéo
acinzentada com nanoparticulas Au@Pd com 50 nm de espessura de Pd (CUI et al.,
2008).

Segundo Gilroy e colaboradores (2016), o metal que constitui a camada externa
passa a dominar as propriedades Opticas da nanoparticula metalica core-shell, ja que
o fenbmeno da ressonancia plasmoénica é resultante da interacdo dos elétrons
situados na interface entre a nanoparticula e meio dielétrico com a radiagdo incidente.
Como ndo existe uma frequéncia de ressonéncia na regido do visivel para as
nanoparticulas de Pd puras, as propriedades 6ticas das nanoparticulas de Au@Pd
sdo determinadas pelo comportamento dos elétrons do metal Pd recobre a superficie
das nanoparticulas de Au, demostrado pela diminuicdo da intensidade da banda
plasménica das nanoparticulas de Au e pela mudanca da coloracdo résea da
suspensao de nanoparticulas de Au para acinzentada (coloracdo caracteristica da
suspencdo de NPs-Pd) da suspencdo de nanoparticulas de Au com 20 nm de
espessura de revestimento de Pd (GILROY et al., 2016).

Diante do exposto, tem-se que o conhecimento das propriedades oticas das
nanoparticulas bimetalicas, bem como o estudo dos fatores que contribuem para o
surgimento dessas novas propriedades, é de extrema importancia para o
desenvolvimento de nanomateriais mais eficientes, e assim aumentar a sua
aplicabilidade em variados setores tecnoldgicos e cientificos.

Como apresentado na Introducdo deste capitulo, a motivacdo para estudar as
nanoparticulas bimetalicas Au@Pd parte do interesse de integrar nanoparticulas de
paladio puras em estruturas de fungos filamentosos, para obter um material hibrido
com alta atividade catalitica. No entanto, de acordo com os trabalhos publicados pelo
nosso grupo de pesquisa LBQM e pelo grupo da pesquisadora Bigall, o paladio

metalico é toxico frente aos fungos, o que impede o seu desenvolvimento e simultanea
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assimilacdo das nanoparticulas de paladio (BIGALL et al., 2008; FONTES et al.,
2021).

Na tentativa de contornar a toxicidade do paladio frente aos fungos filamentosos,
este trabalho de doutorado propde o uso de nanoparticulas de ouro esféricas, que
segundo Bigall e colaboradores (2008) apresenta boa afinidade com os fungos, para
servir de nucleo para a deposi¢cdo de pequenas quantidades de paladio metalico; e
assim, pela combinacao desses dois metais (Au e Pd) favorecer a assimilacdo dessas
nanoparticulas bimetéalicas pelo microrganismo. Diante disso, tem-se a necessidade
de sintetizar nanoparticulas de Au@Pd por meio da adicdo controlada do ion Pd?*
sobre a superficie de nanoparticulas de ouro (NPs-Au) para o cultivo subsequente de

fungos filamentosos em solucdes coloidais contendo NPs-Au@
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1.30BJETIVOS

1.3.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar nanoparticulas bimetalicas de ouro e paladio com estrutura core-shell,
por meio da adicdo controlada de ions Pd?* sobre a superficie das nanoparticulas de

ouro, para posterior integracao em fungos filamentosos.

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar nanoparticulas bimetalicas de ouro e paladio do tipo core-shell
variando-se a concentracdo do metal Pd depositado sobre a superficie das
nanoparticulas de ouro;

e Estudar o efeito da adicdo controlada do metal Pd sobre as propriedades
Opticas das suspensdes de nanoparticulas de ouro;

e Caracterizar as suspensdes de nanoparticulas bimetélicas de Au@Pd com
diferentes concentracdes do metal Pd usando a microscopia eletronica de
transmisséo;

e Determinar o tamanho médio de particula das nanoparticulas bimetalicas

de Au@Pd com diferentes concentracdes do metal Pd.
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1.4PARTE EXPERIMENTAL

1.4.1 SINTESE DE NANOPARTICULAS BIMETALICAS Au@Pd

1.4.1.1 REAGENTES

Para a sintese de nanoparticulas bimetélicas de Au@Pd foram utilizados os
seguintes reagentes: agua purificada (13 uS/cm) pelo o sistema Milli-Q (Millipore Ultra-
Pure Water System), HAuCls.3H20 (Sigma-Aldrich, = 99,99%), PdCI2:HCI (1:2)
(Aldrich, = 99,99%), acido citrico monohidratado (Merck, = 99,99%), citrato de sédio
dihidratado (Reagen, = 99,99%), NaBHa4 (Aldrich, =2 99,99%) e acido ascorbico (Synth,
= 99,99%).

1.4.1.2 PROCEDIMENTOS

Primeiramente, foi preparada uma solu¢éo contendo nanoparticulas de Au pela
reducdo quimica do precursor HAuCls, seguindo a metodologia inicialmente proposta
pelo grupo de pesquisa de Natan (1996) e adaptada por Fontes et al. (2014), onde o
ion citrato atua somente como agente estabilizante. Em um frasco de Erlenmeyer
contendo 70 mL de &gua ultrapura fervente foram adicionados 176 pL da solucéo
estoque de HAuUCIs 0,0873 mol.L* (0,0154 mmol de Au®*) sob agitacédo vigorosa por 1
minuto. Em seguida, adicionou-se 154 pL da solucdo de citrato de sodio/acido citrico
(1% / 0,05% (m/v)), que corresponde a razao molar [ion citrato]:[Au3*] igual a 0,3. Apds
20 segundos, foram adicionados 385 pL da solucéo recém preparada de 0,08% (m/v)
de NaBH4 contendo 1% (m/v) de citrato de sédio e 0,05% (m/v) de &cido citrico.
Imediatamente apds a adicao do agente redutor (NaBH4), a coloracdo da suspensao
mudou de amarelo para vermelho vinho, a qual € caracteristica da formacéo de
nanoparticulas de ouro. Por fim, a suspensao foi vigorosamente agitada e fervida por
10 minutos. Durante esse tempo foi adicionada aos poucos 2,67 mL da solugéo de
citrato de sédio/acido citrico (1% / 0,05% (m/v)) a fim de obter uma solucéo coloidal
na razdo molar [ion citrato]:[Au®] igual a 7,1. Por fim, a solucdo coloidal de

nanoparticulas de ouro foi resfriada a temperatura ambiente.
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A sintese das nanoparticulas bimetalicas de ouro e paladio com estrutura core-
shell (Au@Pd) foi realizada através da reducdo quimica sucessiva, seguindo a
metodologia proposta por Nutt e colaboradores, 2005. Em um frasco de Erlenmeyer
contendo 15 mL de agua ultrapura foram adicionados 9,79 mL da suspensao de
nanoparticulas de ouro (massa de ouro = 0,431 mg) anteriormente preparada. Em
seguida, foram adicionados 9,68 mL da solucédo de acido ascérbico 0,5 mol.L?, sob
agitacao constante e em temperatura ambiente.

A adicao controlada de paladio nas dispersdes aquosas de nanoparticulas de
ouro foi realizada utilizando-se seis frascos de Erlenmeyer, em todos eles manteve-
se fixa a massa de ouro, porém variando-se a quantidade de paladio em cada sistema,
como é mostrado o esquema ilustrativo do procedimento de sintese das referidas
nanoparticulas na Figura 17. Para isso, foram acrescentadas diferentes aliquotas
solugdo de PdCl2 2,39 mmol.Lt (10, 34, 84,0, 338, 844 pL, 1,187 mL) que
correspondem as porcentagens teoricas de 0,5%, 2%, 5%, 20% e 50% de Pd,
tomando como base a massa total de Au. Os volumes do reagente acido ascorbico
(0,5 mol.LY) também foram calculados para diferentes porcentagens de paladio, a fim
de garantir a completa reducéo dos ions Pd?* presentes no meio reacional. Logo apds
adicdo do precursor de paladio, a suspenséo permaneceu sob agitacdo vigorosa por

30 minutos.

Figura 17. Esquema ilustrativo da sintese de nanoparticulas A@Pd com diferentes
concentracdes de ions Pd?* em massa
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Fonte: Prépria autoria.
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1.4.2 CARACTERIZACOES DAS NANOPARTICULAS BIMETALICAS Au@Pd

Para a caracterizacdo das suspensdes de nanoparticulas bimetélicas de ouro e

paladio foram utilizadas as seguintes técnicas:

e Espectroscopia de Absorcdo na Regido do UV-vis

Os espectros de absorgéo na regidao do UV-vis das amostras das dispersdes
coloidais de nanoparticulas bimetélicas de Au@Pd foram obtidos em um periodo de
24 h apo6s a sintese, a fim de garantir a completa reagéo de reducéo dos ions Pd?* e
a deposicéo do Pd® sobre as nanoparticulas de ouro. Para o registro dos espectros foi
utilizado um espectrofotometro de absor¢céo da marca Rigol, modelo Ultra — 3560, e
cubeta de quartzo com o caminho 6ptico de 1 cm. Foi realizado a leitura de 400 a 700

nm. Nao foi necessario diluir as amostras para realizar as medidas.

e Microscopia Eletronica de Transmisséo (MET)

Imagens de microscopia eletrénica das nanoparticulas bimetalicas de Au@Pd
com diferentes concentracdes de Pd° foram obtidas para verificar a forma e o tamanho
destes nanomateriais. Para realizar esta andlise, colocou-se uma aliquota de 10 pL
de cada amostra sobre grades de cobre revestidas com Formvar®, e em seguida as
grades foram colocadas para secar em temperatura ambiente. Nao foi necessario
diluir as amostras e também foi dispensado o uso de contrastantes para a visualiza¢ao
no MET.

Apds a completa secagem das grades, as imagens dos nanomateriais foram
obtidas no microscopio eletrdnico de transmissdo marca JEOL, modelo JEM-1230 do

laboratoério de microscopia da FIOCRUZ.

e Espalhamento Dinamico de Luz

A técnica espalhamento dinamico de luz, também conhecida como DLS (do
inglés, dynamic light scattering) foi utilizada para medir o tamanho das nanoparticulas

pela determinacdo do seu raio hidrodindmico. As medidas de tamanho de particula
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foram realizadas no equipamento ZetaSizer Nano series — Nano ZS da Malvern

Instruments, no laboratorio Itodys, Université Paris Cité.

1.5RESULTADOS E DISCUSSOES

1.5.1 SINTESE DAS NANOPARTICULAS Au@Pd E ESTUDO DO EFEITO DA
ADICAO DO METAL Pd SOBRE AS PROPRIEDADES OPTICAS DAS
NANOPARTICULAS DE Au

A sintese das nanoparticulas de Au estabilizadas por anions citrato como
descrito no item 1.3.3, foi realizada segundo a metodologia proposta por Natan e
colaboradores. (1996) e adaptada por Fontes e colaboradores (2014), a qual tem
como base o método tradicional de Turkevich para a sintese de nanocristais de Au
(BROWN, FOX, NATAN, 1996; ZHAO, ASTRUC, 2013). O método Turkevich utiliza o
fon citrato tanto para efeito de estabilizacdo quanto para reducdo dos ions Au®*,
todavia o ion citrato € um agente redutor fraco (E°red = -0,180 V em pH 0), o0 que explica
a necessidade de altas temperaturas na reducédo quimica do ouro (TURKEVICH,
1951; PACIONI et al.,2015). J4&, o anion borohidreto é um agente redutor forte (E°red
= -0,480 V em pH 0) se comparado com ion citrato, o grupo do pesquisador Natan
adicionou o borohidreto de sddio em baixa concentracdo (0,075%) ao método de
Turkevich para sintese de nanoparticulas de ouro, sem o0 uso de aqguecimento do
sistema reacional (BROWN, FOX, NATAN, 1996; LU, 1995). Basicamente, a sintese
de nanoparticulas de ouro compde-se de uma solugcédo aquosa contendo o precursor
acido tetracloroaurico (Ill) (HAuCls), com o ouro em seu estado de oxidacdo Au3*, o
qual é reduzido para Au® na presenca do agente redutor borohidreto de sdédio,
conforme € indicado na equacgéo quimica balanceada representada na equacéo 2 (DE
SOUZA, NOGUEIRA, ROSTELATO, 2019; TEIXEIRA et al., 2021).

Citrato” + Au®* + 3 BHs + 12 H20 — Citrato™ + Au® + 3 B(OH)4 + 10,5 H2 + 3 H* (2)
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Figura 18. Imagem digital da solu¢do coloidal de nanoparticulas de ouro estabilizadas com
fons citrato (A) e espectro de absor¢ao na regido do visivel da referida solucéo (B).
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O aspecto visual da solucéo coloidal aquosa de nanoparticulas de ouro obtida
pelo procedimento descrito no item 1.3.3, é mostrado na Figura 18A. E possivel
perceber que esta disperséo coloidal apresenta uma coloracédo vermelho rubi, a qual
€ caracteristica de nanoparticulas de ouro esféricas, segundo a literatura
(TURKEVICH, 1951; DE SOUZA, NOGUEIRA, ROSTELATO, 2019). A razéo para
esta coloracao caracteristica das suspencdes de NPs-Au é devido a interacao da luz
na faixa do visivel do espectro eletromagnético com os elétrons da superficie das
nanoparticulas de ouro, conforme descrito anteriormente. Quando uma radiacao
eletromagnética com frequéncia igual a dos plasmons (oscilagcéo coletiva dos elétrons
do metal em nanoescala) das nanoparticulas metélica, incide sobre as mesmas,
provoca uma excitacdo plasménica dos elétrons da banda de conducdo. Essa
excitacdo dos plasmons pelo campo elétrico da luz incidente ocorre devido a absorcéo
de energia, que no caso das NPs-Au, promove transi¢cdes eletronicas da banda de
valéncia 5d ocupada para os niveis desocupados da banda de conducdo 6s-6p
(AMENDOLA et al., 2017).

Solugbes aquosas coloidais de NPs-Au aproximadamente esféricas, absorvem
energia nos comprimentos de onda da regido do visivel do espectro eletromagnético,
especificamente em torno da regido da cor verde (~500 a 565 nm), e por esta razao
as dispersodes coloidais de NPs-Au refletem a cor complementar correspondente, que
€ o vermelho (AMENDOLA et al., 2017; DE SOUZA, NOGUEIRA, ROSTELATO,
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2019). A frequéncia necessaria para excitacdo dos plasmons de superficie das NPs-
Au, e, por conseguinte a coloracdo observada das suas dispersdes coloidais, varia
conforme o tamanho, forma e o0 meio em que se encontram estas particulas
(GRASSESCHI; DOS SANTOS, 2020).

As propriedades Opticas das nanoparticulas de ouro estabilizadas com ions
citrato dispersas em solugBes aquosas podem ser analisadas através da
espectroscopia de absorcdo na regido do ultravioleta e visivel. Ao analisar o espectro
de absorcédo na regido do UV-vis da dispersédo coloidal (Figura 18B), verifica-se a
presenca de uma Unica banda plasmonica, com o maximo de absor¢cdo no
comprimento de onda em torno de 515 nm, a qual é oriunda das excitacdes
plasménicas das nanoparticulas de ouro dispersas em solucdo aquosa. Esta banda
individual indica que as nanoparticulas de ouro possuem uma forma
aproximadamente esférica, que é resultante de um s6 modo de oscilacdo dos
plasmons superficiais (AMENDOLA et al., 2017; OGAREV; RUDOI; DEMENT’EVA,
2018).

Tais nanoparticulas de ouro estabilizadas com ions citrato foram utilizadas no
preparo de nanoparticulas bimetalicas formadas por um centro de ouro e certas
quantidades do metal paladio em sua superficie. O método de sintese utilizado para
o preparo destas particulas foi a metodologia da reducédo sucessiva, especificamente
a abordagem da sintese mediada por sementes, a fim de obter nanoparticulas com
estrutura do tipo core-shell com o controle da adicdo do metal paladio sobre a
superficie das nanoparticulas de ouro. Para tanto, as nanoparticulas esféricas de Au
foram introduzidas no sistema de sintese para servirem de sementes, ou seja, de
centros de deposicédo de atomos de Pd® recém-formados pela reducéo lenta dos ions
Pd?* mediante a acéo redutora do reagente acido ascérbico, conforme é mostrado na

equacao quimica representada abaixo:

acido ascorbico + PdCl2 — acido dehidroascérbico + Pd° (3)

No trabalho de Nutt e colaboradores (2005) foi relatado que nanoparticulas de
ouro ndo sdo capazes de reduzir os ions Pd?* para formar uma camada metdlica de
Pd° sobre a sua superficie em um processo de sintese de nanoparticulas bimetalicas

com estrutura do tipo core-shell. Os pesquisadores observaram que ndo houve
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diferenca significativa no perfil do espectro de absorcdo na regido do UV-vis da
disperséao coloidal de nanoparticulas esféricas de ouro com o0 aumento da quantidade
do precursor do Pd, na auséncia do reagente acido ascorbico. Com base nos valores
de potenciais padrdo de reducado (E°) das espécies envolvidas, é de se esperar tal
resultado pois o par Au*/Au® (E°= +1,50 V, pH 0) tem um potencial de reducéo padréo
mais positivo do que o par PdCls>/Pd° (E°= +0,59 V), logo o Pd?* ndo pode ser
reduzido pelos atomos de Au® da superficie dos NPs-Au. Por outro lado, o &cido
ascorbico pode reduzir Pd?* porque o par acido dehidroascérbico /acido ascérbico tem
um E° mais baixo (+0,47 V) do que o do par PdCls%/Pd°.

O modelo de Frinke-Watsky propde uma explicacdo plausivel para o
mecanismo de formacdo das nanoparticulas bimetalicas com estrutura core-shell
utilizando-se a abordagem da sintese mediada por sementes, como método de
sintese. Segundo este modelo, a etapa da nucleagcdo heterogénea ocorre de forma
lenta e continua, a medida que ocorre o processo de crescimento do nucleo de forma
rapida na superficie de outro tipo nanoparticula metalica (PAIVA et al., 2021). Sendo
assim, o sitio de nucleacdo, ou seja, a nanoparticula core atua como semente e
catalisador para a obtencao casca (shell). Diferente do modelo classico de LaMer, a
etapa de crescimento descrita pelo modelo Frinke-Watsky ndo depende da difusédo
dos atomos metdlicos recém-gerados da solucdo para a semente, devido ao
crescimento autocatalitico que favorece a formacao da casca pela reducao quimica
dos ions metalicos na prépria superficie da semente, seguida de uma rapida
deposicao do metal gerado (THANH; MACLEAN; MAHIDDINE, 2014).

A teoria de nucleagcdo e crescimento de nanoparticulas de Frinke-Watsky,
contudo, ndo explica a deposicéo preferencial dos atomos de Pd°, por exemplo, sobre
a superficie das nanoparticulas de Au. Para Hu e colaboradores (2005), a presenca
das sementes no meio reacional ndo garante a formacdo de nanoparticulas com
estrutura core-shell, ou seja, processos de auto-nucleacdo podem ocorrer
favorecendo a formacao de novos nucleos de paladio metalico, ao invés da nucleacéo
heterogénea deste metal nas nanoparticulas de ouro. Como discutido anteriormente
no item 1.2.2, a barreira energética para iniciar o processo de nucleacao heterogénea
equivale & metade da energia necessaria para a auto-nucleacgéo (XIA et al., 2017).
Para isso, a concentracdo do precursor do segundo metal adicionado deve ser

mantida baixa para evitar a auto-nucleacdo, porém alta o suficiente para superar a
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energia de ativacdo da nucleagdo heterogénea, do contrario uma elevada
concentracdo de fons Pd?* em suspenséo pode atingir o estado de supersaturacéo e
da inicio a formacdo de nucleos de Pd metalico estaveis, ao invés da formacao de
uma camada de Pd° sobre a superficie das NPs-Au (POLTE, 2015; XIA et al., 2017;
PAIVA et al., 2021). Desse modo, a concentracdo do precursor de paladio utilizada
neste trabalho de pesquisa foi mantida sempre abaixo da concentragao do precursor
de ouro, sendo o0 maximo utilizado foi cerca de 70% de paladio em relagcdo a massa
total de ouro teoricamente presente no meio reacional.

Outra suposicdo para a nucleagdo preferencial do paladio metalico na
superficie de nanoparticulas de ouro dispersas, € a similaridade entre as energias de
superficies dos monémeros recém-formados de paladio e das sementes de ouro.
Termodinamicamente, particulas maiores apresentam menor energia de superficie se
comparado com as particulas menores, em virtude da menor fragdo de atomos na
superficie em relacdo ao volume da particula (efeito de superficie) (RODUNER, 2006;
ZHANG, LIU, 2014). Desta forma, € mais provavel do ponto de vista energético,
ocorrer a nucleacdo heterogénea do paladio nas nanoparticulas de ouro do que a
formacdo de novos nucleos de paladio, devido a menor energia superficial das
particulas de ouro, o que contribui para diminuicdo da barreira de energia para o
processo de nucleacdo heterogénea (THANH, MACLEAN, MAHIDDINE, 2014,
POLTE, 2015). Além disso, para evitar o processo de auto-nucleacdo do paladio na
sintese de nanoparticulas Au@Pd, é imprescindivel também o controle cinético da
reacdo de reducéo dos ions Pd?* com o uso de uma temperatura amena, em torno de
26 °C, e o emprego de um agente redutor fraco (acido ascorbico). Tais fatores
contribuem para uma taxa de reacdo lenta, o que impossibilita um aumento na
frequéncia de colisGes entre os mondmeros de Pd® e a juncéo entre si para formar
nacleos de Pd indesejaveis, como recomenda os pesquisadores HU et al. (2005) e
CHAUDHURI e PARIA (2012).

A aparéncia das solucbes coloidais de NPs-Au com adicdo de diferentes
guantidades de Pd metdlico, obtidas através do procedimento descrito no item 1.3.3,
€ mostrada na Figura 19. Pela imagem digital destas dispersdes coloidais, € possivel
notar a nitida variagdo de cor a medida que aumenta-se a concentracdo do metal
paladio adicionada. A dispersao coloidal com apenas 0,5% (m/m) de Pd apresenta

uma coloracdo proxima ao violeta, a qual € bem distinta do tom avermelhado da
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solugdo contendo NPs-Au. Ao observar as suspensdes coloidais com 2,0% e com
5,0% (m/m) de Pd, verifica-se que as mesmas exibem uma coloracéo de tonalidade
rosacea. Ja na suspensdo de NPs-Au com 20% (m/m) de Pd, a coloracdo segue
afastando-se do tom rosaceo, se aproximando de um tom amarronzado bem sutil, se

comparado as suspensfes anteriores.

Figura 19. Imagem digital das solu¢gbes coloidais de nanoparticulas (da esquerda para
direita): Au puras, Au@Pd 0,5, 2, 5, 20, 50 e 70 %(m/m) de metal Pd e Pd puras.

Fonte: Propria autoria.

Em seguida, a suspensdo com 50% (m/m) de Pd ja se difere de tons rosaceos,
estando mais proxima de um tom amarronzado. Tal proximidade ao marrom sera
ainda mais notavel na suspensédo com 70% (m/m) de Pd. Para efeito de comparacao,
a coloracao da dispersao coloidal de nanoparticulas de Pd puras (NPs-Pd) pode ser
vista também na Figura 19. De acordo com a literatura, a coloracdo amarronzada é
caracteristica das solucdes coloidais contendo nanopatrticulas de Pd (CUI et al., 2008;
LI et al., 2015; LOZA; HEGGEN; EPPLE, 2020), o que explica a mudanca gradativa
para tons amarronzado nas dispersdes contendo concentra¢cdes maiores do metal Pd.

O efeito da adicdo controlada do metal Pd sobre o comportamento 6ptico de
nanoparticulas de Au pode ser analisado através dos espectros de absor¢éo na regido
do ultravioleta e visivel das suspensdes de nanoparticulas de Au puras e de
nanoparticulas bimetalicas de Au@Pd preparadas com diferentes concentracdes de
fons Pd?*. Desta forma, foram obtidos os espectros de absorcéo na regido do UV-vis

das suspensfes descritas anteriormente, 0s quais sdo mostrados na Figura 20.
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Figura 20. Espectro de absorcao na regido do UV-vis de nanoparticulas de Au com diferentes
porcentagens em massa do metal Pd.
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Na Figura 20 é possivel notar que a banda plasmonica das NPs-Au apresenta
um maximo de absorcdo em aproximadamente 515 nm, o que indica a formacédo de
nanoparticulas com morfologia esférica (AMENDOLA et al., 2017; OGAREV; RUDOI,
DEMENTEVA, 2018). E observado também que a intensidade da banda plasménica
das NPs-Au diminui a medida que aumenta a concentracdo de Pd°® na composicdo
das nanoparticulas bimetalicas. Observa-se que a banda plasmdnica das NPs-Au com
50%(m/m) do metal Pd diminui drasticamente de intensidade; além disso, o perfil
levemente inclinado do seu espectro se assemelha muito ao espectro das NPs-Pd.
Esse comportamento Gptico é devido a maior cobertura superficial de atomos Pd sobre
as nanoparticulas de ouro (NUTT et al., 2005; CUI et al., 2008).

Como ja discutido anteriormente no item 1.2.3, a interacdo com a radiacao
eletromagnética incidente se da por meio dos elétrons livres situados na superficie
das nanoparticulas, promovendo a oscilacdo coletiva dos mesmos. Devido ao maior

namero de atomos de Pd na superficie das NPs-Au, e como este metal ndo exibe
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banda de absorcdo na regiao do visivel (GILROY et al., 2016), uma pequena fracao
de atomos de Au encontram-se disponiveis para interagir com a radiacdo. Deste
modo, ocorre uma diminuicdo na frequéncia de ressonancia plasmonica na regido do
visivel para as NPs-Au@Pd com 50 e 70% (m/m) do metal Pd. Resultados
semelhantes foram obtidos no trabalho publicado pelo pesquisador Hu e
colaboradores (2005), onde o espectro de absorcéo exibe uma banda plasmonica das
NPs-Au com intensidade maxima proximo de 500 nm que desaparece com uma
cobertura metélica de Pd de apenas 10 nm de espessura. Diante disso, nota-se que
a variagdo na concentracao do metal Pd influencia significativamente na propriedade
Optica das nanoparticulas de Au, o que esta coerente com a literatura (HU et al., 2005;
CUl et al., 2008; PRETZER et al., 2013; SRISOMBAT et al., 2017).

Todo o procedimento de sintese empregado no preparo das nanoparticulas
metélicas é estritamente dependente do tipo de aplicacédo pela qual se destina, ja que
as propriedades finais, como tamanho, forma e composi¢do quimica destas particulas
podem ser facilmente projetadas conforme as estratégias utilizadas em sua producao.
Por exemplo, neste trabalho de pesquisa, nanoparticulas bimetalicas Au@Pd foram
produzidas com adicao de diferentes concentracdes de paladio metalico, com o intuito
de incorporar estes nanomateriais em estruturas do micélio fungico de para formar
materiais hibridos de alta area superficial constituido por fungo filamentoso e NPs-
Au@Pd. Para esse objetivo, € necessario que as nanoparticulas bimetélicas sejam
estaveis durante o desenvolvimento das células fingicas microtubulares e simultanea
automontagem destes nanomateriais nestas estruturas bioldgicas, a fim de preservar
as suas caracteristicas fisico-quimicas.

Neste sentido, foi observado uma alteracdo na coloracdo da amostra NPs-
Au@Pd com 0,5% (m/m) de Pd® apés um periodo de 24 h, como mostrado na Figura
21. Esta mudanca de cor é resultante da aglomeracao das nanoparticulas, indicando
deste modo, uma baixa estabilidade. Diante deste fato, foi decidido a exclusdo da
suspensdo de NPs-Au@Pd com esta concentracdo de paladio para os proximos
experimentos e caracterizagdes. O mesmo foi feito com a solucédo coloidal contendo
NPs-Au@Pd com 70% (m/m) de Pd° porém, por apresentar um alto contelido de
paladio na dispersédo, o que levaria a inibicdo do crescimento do fungo devido a
toxicidade deste metal; impedindo assim, a formacdo do bio-hibrido fungo/NPs-

Au@Pd.
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Figura 21. Imagem digital de solu¢do coloidal de nanoparticulas bimetalicas Au@Pd com
0.5% (m/m) de Pd° recém-preparada e apés 24 h (da esquerda para direita).

Fonte: Propria autoria.

1.4.2 AVALIACAO DO TAMANHO DE PARTICULA DAS NPs-Au@Pd COM
DIFERENTES CONCENTRACOES DO METAL Pd

A morfologia e o tamanho das nanoparticulas de Au puras e das nanoparticulas
bimetalicas Au@Pd com 5%, 20% e 50% (m/m) de Pd sdo mostradas nas imagens de
microscopia eletrénica de transmissdo com magnificacdo de 200.000X na Figura 22.
Como evidenciado pela Figura 22A, as nanoparticulas de Au apresentam uma
morfologia esférica. Ao observar as Figuras 22B — D, pode-se notar que as
nanoparticulas de Au@Pd perdem o seu formato esférico a medida que aumenta a
concentracdo do metal Pd. Além disso, percebe-se nitidamente que os tamanhos das
nanoparticulas bimetalicas Au@Pd aumentam gradualmente com o aumento da
concentracdo do metal Pd, se comparado com os tamanhos das nanoparticulas de Au
puras (Fig. 22A).

Um comportamento semelhante foi observado por Hu et al (2005) em seu
trabalho, o qual abordou a sintese de nanoparticulas de Au@Pd com adigdo de
diferentes quantidades de nanoparticulas de Au. Ao comparar as micrografias de MET
das nanoparticulas de Au puras e das nanoparticulas de Au@Pd com diferentes
concentracdes de Au®, os pesquisadores verificaram que as nanoparticulas de

Au@Pd apresentaram um aumento significativo no tamanho das particulas para

69



aguelas com maiores propor¢des de paladio (Figura 23); além disso, foi observado
uma maior rugosidade na superficie das nanoparticulas de Au@Pd a medida que
diminui a quantidade de ouro no ndcleo, se comparado com as nanoparticulas de Au
puras. Segundo Hu et al, essa diferenca na morfologia pode ser atribuida a formacéao
da camada de Pd sobre a superficie das nanoparticulas de Au.

Figura 22. Imagens de microscopia eletrdnica de transmissdo de nanoparticulas (A) Au, (B)
Au@Pd 5%, (C) Au@Pd 20% e (D) Au@Pd 50%, com aumento de 200.000X.




Figura 23. Imagens obtidas pelo microscépio eletrénico de transmissao de (a) NPs-Au e NPs-
Au@Pd com adicado de (b) 20 mL, 5 mL (c) e (d) 0,5 mL de suspensao de NPs-Au.

(a) _ (b)

‘e .o. T LN 32 e § 3 F L4
. SRS e e Ny o g ip Y L vl
Vitel (e .0 . - 5. At .‘. “g o* F 4 « A
e S PRI A ‘;;'b 1 ..5-.:
0. ® % o o i ., (R ) . [
e el
o' - .. . :.' 2 A .o 5 . .. " . ’.. : H
i - . o. 7 - 0 0* \.' .0.0.3‘ .0.0° :
. o . ° . ®ee o ® P oo .
P e NG, b
I @
e & 2 2
2 &° » B
ope, B o
L “ ... ®
L o . a °
% * o 200
200 nm o0 = 200 nm

Fonte: HU et al., 2005.

Em comparacdo com os resultados apresentados por Hu et al. e somados com
o efeito observado nos espectros de absorcéo na regido do UV-vis (Fig.20), os quais
foram descritos anteriormente, pode-se inferir que houve a forma¢ao de uma camada
do metal Pd sobre a superficie das nanoparticulas de Au, evidenciado pelo aumento
no tamanho das nanoparticulas de Au@Pd com maiores porcentagens do metal Pd.
Além disso, pode-se inferir também que o aumento do tamanho das nanoparticulas
bimetdlicas, resulta em uma camada de superficial de Pd® mais espessa.

A distribuicdo de tamanho dos nanomateriais € uma informacao simples, porém
muito importante pois as propriedades dos materiais sédo dependentes da dimenséo
da particula, como ja discutido anteriormente (ZARBIN, 2007). A partir das imagens
obtidas pelo MET é possivel fazer uma estimativa do tamanho meédio das
nanoparticulas dispersas em solucéo. Na Figura 24 sdo mostrados os histogramas de
tamanho de particula e suas respectivas micrografias com magnificacdo 100.000X.
Imagens de MET foram escolhidas para serem a mais representativa possivel para as

amostras de nanoparticulas bimetalicas.
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Figura 24. Micrografias obtidas pelo MET e histogramas do tamanho de particula
correspondentes (A) NPs-Au, (B) NPs-Au@Pd 20% e (C) NPs-Au@Pd 50%, com aumento de
100.000X.
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A contagem das particulas presentes nas imagens de MET foi realizada usando-
se o0 programa Image J, onde foi possivel obter também os valores da area e do
diametro de cada nanoparticula. A partir dos dados de diametro de particula, foram
construidos os histogramas e feita a anélise estatistica com auxilio do programa Origin
7.0. Ao observar os histogramas de distribuicdo de tamanho de particula, percebe-se
um aumento no didmetro das nanoparticulas, & medida que aumenta a cobertura
superficial do metal Pd sobre as nanoparticulas de Au. O tamanho médio das
nanoparticulas de ouro (Fig. 24A) é de 11,66 £ 3,35 nm, ja os o tamanho das
nanoparticulas bimetélicas de Au@Pd com 20% (Fig. 24B) e com 50% (Fig. 24C) de
Pd° apresentam diametro médio de 12,71 + 9,68 nm e 12,97 + 7,65 nm,
respectivamente.

A partir dos histogramas apresentados na Figura 24, € possivel notar também
um alargamento na distribuicdo de tamanho para as nanoparticulas bimetélicas de
Au@Pd (Figuras 24B e C). Percebe-se que o histograma para as nanoparticulas de
ouro apresenta uma faixa estreita de tamanho de particula, de aproximadamente 9 a
13 nm; ja as nanoparticulas bimetalicas de Au@Pd com 20% e com 50% de Pd°
apresentam uma faixa mais larga de diametro, em torno de 9 a19 nm e 11 a 19 nm,
respectivamente. Uma faixa ampla de tamanho na distribuicdo de particulas é
indicativo de formacdo de nanoparticulas polidispersas, isto €, com uma maior
variabilidade de tamanhos de particulas. Entdo, pode-se inferir que as NPs-Au@Pd
com 20% e 50% sao polidispersas.

Na imagem da amostra de NPs-Au, percebe-se que as nanoparticulas estédo
mais dispersas, ou seja, estdo mais afastadas uma das outras. J& nas imagens das
amostras das NPs bimetalicas, as particulas parecem estar mais proximas umas das
outras dando uma ideia de uma quantidade maior de particulas por area se comparado
com a imagem da amostra de NPs de Au. Por esta razdo, h4& um ndmero maior de
nanoparticulas na microrregido selecionada no microscopio para as nanoparticulas
bimetalicas Au@Pd 20% e 50%(m/m) do que para as nanoparticulas de Au puras.
Provavelmente, é por este motivo que ha uma maior variabilidade nos tamanhos das
nanoparticulas bimetalicas, ou seja, uma faixa mais ampla de particulas com
diferentes didmetros.

Para efeito de comparacgéo foram realizadas medidas de tamanho de particulas

das nanoparticulas em suspenséo utilizando-se a técnica de espalhamento dinamico
73



da luz (DLS, do inglés dynamic light scattering). Esta técnica consiste na medida da
flutuacdo da intensidade da luz espalhada devido ao movimento Browniano de
particulas de morfologia esféricas dispersas em fase liquida (BHATTACHARJEE,
2016). O tamanho da particula esta relacionado com a velocidade do movimento
Browniano, que por sua vez é definido pelo coeficiente de difusdo da particula.
Particulas menores se difundem mais rapido, enquanto particulas maiores
movimentam-se mais lentamente (MALVERN INSTRUMENTS LTD., 2013;
BHATTACHARJEE, 2016). Logo, as particulas menores apresentam um coeficiente
de difusdo maior do que as particulas grandes. No DLS, o tamanho hidrodindmico da
particula coloidal é determinado a partir do coeficiente de difuséo da particula por meio
da equacédo de Stokes-Einstein (MALVERN INSTRUMENTS LTD., 2013). Na Figura
25 é mostrada a distribuicao de classes de tamanho de particulas para as suspensodes
de nanoparticulas de Au e para as suspensdes de nanoparticulas bimetalicas Au@Pd

em diferentes concentracdes de paladio.

Figura 25. Curvas de distribuicéo de classes de diametro de particula em nimero obtidas pelo
espalhamento dindmico da luz das nanoparticulas de Au e de Au@Pd com diferentes
concentracdes de Pd® (em massa).
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Ao analisar as curvas de distribuicdo de tamanho, nota-se que n&o houve

mudanca significativa no didmetro hidrodindmico das NPs-Au apés adicdo de 5%
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(m/m) de paladdio metalico, de maneira que as curvas referentes as suspensodes de
NPs-Au e de NPs-Au@Pd 5% encontram-se praticamente na mesma posi¢do do
grafico. No entanto, ao comparar os valores de diametro hidrodinamico médio das
NPs-Au (5,87nm) com NPs-Au@Pd 20% (7,05 nm) e com NPs-Au@Pd 50% (10,07
nm), percebe-se um aumento consideravel do tamanho das nanoparticulas a medida
que aumenta-se a concentracdo de Pd® adicionada nas suspensoes.

Portanto, pode-se inferir que o didametro hidrodindmico das NPs-Au aumenta
significativamente com adicdo de maiores concentracdes de um segundo metal sobre
sua superficie para formar nanoparticulas bimetalicas do tipo core-shell. Diante
desses resultados, observa-se que os valores dos diametros hidrodinamicos séo
comparaveis as medidas de tamanho de particula obtida através do MET, pois
conforme se aumenta a quantidade de Pd metalico adicionada nas suspensdes de
nanoparticulas esféricas de ouro, se verifica um deslocamento da curva de

distribuicdo para valores maiores de diametro.

1.6 CONSIDERACOES FINAIS

Neste primeiro capitulo foi apresentada uma visdo geral sobre nanoparticulas
bimetalicas, os tipos de estruturas e as principais metodologias de sintese, tendo como
destaque as nanoparticulas bimetalicas com estrutura core-shell, as quais foram
estudadas nesta presente pesquisa de doutorado. Também foi mostrado como a
presenca de um segundo metal na composi¢cao quimica de uma nanoparticula altera as
suas propriedades fisico-quimicas, em especial as propriedades 6pticas.

Um estudo do efeito da adicdo controlada de ions Pd?* sobre o comportamento
Optico de nanoparticulas de Au foi apresentado, a fim de avaliar a melhor concentracao
do metal Pd em nanopatrticulas bimetalicas de Au@Pd para o posterior cultivo de fungos
filamentosos nestas solugdes coloidais. Por meio dos espectros de absorcéo na regiao
do UV-vis das suspensdes das NPs-Au antes e apos adicédo de ions paladio, foi possivel
notar uma diminuicdo da intensidade da banda plasmonica das nanoparticulas de ouro
conforme aumenta-se a concentracdo de ions Pd?* nas nanoparticulas bimetdlicas.
Essa alteracdo na propriedade Optica das NPs-Au é evidenciada também pela nitida

mudanca de coloracéo das solugdes coloidais dessas nanoparticulas com aumento da
75



concentragéo de paladio.

Foi mostrado também a estrutura morfolégica e o tamanho médio das
nanoparticulas de Au puras e das nanoparticulas bimetalicas Au@Pd preparadas com
20% e 50% (m/m) de fons Pd?*.Com base na distribuicdo de tamanho de particula,
verificou-se que as nanoparticulas de ouro apresentaram um didmetro médio de 11,66
+ 3,35 nm e as nanoparticulas Au@Pd com 20% e 50% de ions Pd?* exibiram diametro
meédio de 12,71 £ 9,68 nm e 12,97 + 7,65 nm, respectivamente. Os valores de diametro
hidrodindmico médio obtidos por DLS foram: 5,87 nm para as NPs-Au, 7,05 nm para as
NPs-Au@Pd com 20% e 10,07 nm para as NPs-Au@Pd com 50% de ions Pd?*. Os
resultados mostraram que o tamanho das nanoparticulas bimetalicas aumenta a medida
qgue é adicionado maiores quantidades de paladio metalico na superficie deste
nanomaterial, 0 que corrobora com os dados obtidos por MET. Os resultados obtidos
pela caracterizacdo destes nanomateriais sdo de extrema importancia para a etapa
seguinte da pesquisa, que € a integracao das nanoparticulas bimetalicas de Au@Pd em
fungos filamentosos para formacédo de um novo bio-material com um grande potencial

de aplicacdo em diversas areas da ciéncia.
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CAPITULO I

USO DE FUNGOS FILAMENTOSOS COMO SUPORTE
BIOLOGICO PARA O PREPARO DE MATERIAIS HIBRIDOS
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2.1INTRODUCAO

Nos ultimos anos, uma nova classe de biomateriais constituida por fungos
filamentosos e nanoparticulas de metais nobres vem ganhando relevancia devido a
possibilidade de se combinar as propriedades de nanoparticulas inorganicas (como
condutividade elétrica e atividade éptica) com estruturas biol6gicas de microrganismos
(Li et al., 2003; BIGALL et al., 2008; BIGALL, EYCHMULLER, 2010). Estes materiais
hibridos sé@o obtidos através do crescimento de filamentos fungicos em solucdes
contendo nanoparticulas de metais nobres e uma fonte de carbono. Durante o
crescimento dos fungos, ocorre simultaneamente a deposicdo de nanoparticulas na
parede celular, formando uma espessa camada metélica sobre os filamentos fungicos
(KUBO et al., 2016).

Devido a sua morfologia tubular uniforme, facil cultivo, disponibilidade e baixo
custo, os fungos filamentosos sé@o considerados suportes biolégicos ideais para a
producdo em larga escala de materiais hibridos (ULLAH et al., 2017). O uso de fungos
filamentosos como molde biolégico para deposi¢cao de nanoparticulas metélicas pode
formar materiais estaveis e com alta area superficial, caracteristicas estas favoraveis
para potencial aplicacdo como catalisadores e sensores eletroquimicos (FONTES et
al., 2014).

No entanto, existem algumas desvantagens que ainda precisam ser elucidadas
para essa classe de materiais. Por exemplo, Bigall e colaboradores (2008) revelaram
que o0s microrganismos apresentam afinidades diferentes para nanoparticulas
monometalicas. Por meio de medidas de EDX, verificou-se que o fungo filamentoso
identificado como TO7AS foi capaz de assimilar cerca de 10 vezes mais
nanoparticulas de ouro na sua estrutura do que nanoparticulas de paladio e de platina.

De fato, existem relatos na literatura sobre a toxicidade de nanoparticulas de
platina, de paladio e de prata sobre diferentes tipos de microrganismos e ceélulas
(ELDER et al., 2007; ADAMS et al., 2014; PARIL et al., 2017). Assim, uma alternativa
para melhorar a assimilacdo dessas nanoparticulas em fungos filamentosos seria o
preparo de nanoparticulas de ouro revestidas por uma fina camada de outros tipos de
metais. Para testar esta hipdtese nesta presente pesquisa, foi escolhido o metal

paladio para o preparo, pela primeira vez, de suspensao de nanoparticulas bimetalicas
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de ouro e paladio com estrutura core-shell para integracdo em estrutura de fungos
filamentosos.

Diante disso, como um dos objetivos deste trabalho de doutorado tem-se, a
sintese e caracterizacdo de materiais hibridos constituidos por fungos filamentosos e
nanoparticulas bimetalicas de Au@Pd. Neste capitulo seré apresentado uma revisdo
da literatura sobre a formacdo de materiais hibridos constituidos por fungos
filamentosos e nanoparticulas de metais nobres, as diferentes metodologias utilizadas
para sua sintese, e os tipos de pré-tratamento realizados para a caracterizacdo do
bio-hibrido. Por fim, sera mostrado o procedimento de preparo dos materiais hibridos
de fungos filamentosos e nanoparticulas bimetalicas de ouro e paladio pelo processo

de automontagem, bem como a caracteriza¢do desses bio-hibridos.

2.2REVISAO DA LITERATURA

2.2.1 USO DE FUNGOS COMO SUPORTE BIOLOGICO PARA SINTESE DE
MATERIAIS HIBRIDOS

Nas ultimas décadas, pesquisadores da area de nanotecnologia tém buscado na
natureza inspiracdo para desenvolver uma nova classe de materiais com grande
potencial de aplicacdo em diversos segmentos da ciéncia e da tecnologia. Os sistemas
biolégicos com sua intrigante complexidade e perfeicdo, mecanismos e formas Unicas,
vem sendo utilizados como suporte biolégico para a fabricacdo de materiais micro e
nano estruturados (SELVAKUMAR et al., 2014; RIPLEY; BHUSHAN, 2016).

Um suporte biolégico pode ser definido como um molde ou modelo de origem
biologica; que pode ser utilizado na sintese de nano e micro materiais com controle de
formas geométricas bem definidas, usando uma abordagem de sintese do tipo bottom
up (SELVAKUMAR et al., 2014). Na literatura é possivel encontrar diversos trabalhos
gue utilizam suporte biol6gico obtidos a partir de microrganismos como virus, bactérias,
fungos e algas, e biomoléculas como o DNA, para o desenvolvimento de materiais
nano/micro materiais (BIGALL et al., 2008; YANG et al., 2010; LEE et al., 2012; LI et
al., 2015; IJIRO; MITOMO, 2017). Nesta revisao da literatura sera abordado o uso de
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fungos como suporte biol6gico, ja que este € o foco da presente pesquisa.

Os fungos sao organismos que ocupam praticamente todos os compartimentos
terrestres (ROSARIO et al., 2019). Eles podem ser encontrados no solo, na agua, no
ar, em vegetais e animais vivos, em alimentos em decomposi¢cdo, em medicamentos
e em setores alimenticios nos supermercados. Por esta razdo, os fungos séo tao
importantes para a manutengdo da vida de um modo geral (MORAES, PAES,
HOLANDA, 2009). Os fungos sdo microrganismos eucarioticos, ou seja, possui um
nacleo bem definido envolto por uma membrana; e podem ser unicelulares (leveduras)
ou multicelulares (filamentosos) (MORAES, PAES, HOLANDA, 2009).

Estes organismos sdo seres heterotréficos pois ndo produzem seu préprio
alimento, e tém o papel muito importante para a natureza atuando como “lixeiros”,
decompondo todo tipo de matéria organica e transformando-a em nutrientes
assimilaveis pelo ecossistema (SPOONER, ROBERTS, 2005; MORAES, PAES,
HOLANDA, 2009). Os fungos utilizados como suporte biolégico para sintese de
materiais hibridos neste trabalho de doutorado, sédo fungos filamentosos isolados de
plantas coletadas na area de protecdo ambiental da Lagoa de Abaeté em Salvador-
BA. Por esta razdo, a presente revisdo bibliografica tera como énfase os fungos
filamentosos.

A maior parte dos fungos filamentosos se reproduzem produzindo esporos, que em
contato com um meio rico em nutrientes e em condi¢cfes favoraveis como calor e
umidade, germinam produzindo milhares de filamentos finos simples ou ramificados
denominados de hifas (SPOONER, ROBERTS, 2005; MORAES, PAES, HOLANDA,
2009). O conjunto de hifas é chamado de micélio, como € mostrado na Figura 26. Cada
hifa possui em média 5 a 20 um de largura, e por isso sé é possivel a sua visualizacéo
com auxilio de um microscopio. Ja o micélio que € um aglomerado de hifas é facilmente
visivel a olho nu (SPOONER, ROBERTS, 2005).
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Figura 26. Representagéo esquematica das estruturas dos fungos filamentosos.
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Fonte: FORTUNA, 2020.

As hifas podem ser divididas em compartimentos celulares (hifas septadas) que
contém nucleos e citoplasma. Cada compartimento € separado por um septo, uma
parede porosa que permite a passagem de agua e nutrientes de um compartimento para
outro (SPOONER, ROBERTS, 2005). Na Figura 27 é mostrada uma placa do fungo
Phialomyces macrosporus, onde € possivel observar o micélio (regido de coloracao
branca) e naimagem ampliada, as suas hifas septadas. (SPOONER, ROBERTS, 2005).

Figura 27. Imagem digital de uma placa de fungo da espécie Phialomyces macrosporus e
uma imagem obtida pelo microscopio 6tico das suas hifas.

Septo

Hifa septada
Placa do fungo Phialomyces macrosporus

Fonte: Prépria autoria.
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Os fungos filamentosos sdo capazes de crescer de forma unidirecional a partir das
extremidades das suas hifas. Cada hifa cresce e se ramifica a partir da sua extremidade
(ponta), se espalhando indefinidamente enquanto houver uma fonte de alimento. Por
causa das suas hifas, o fungo pode dar origem a um novo organismo, simplesmente por
meio da retirada de um pequeno fragmento que é posicionado em um substrato nutritivo.
Os fungos séo considerados seres heterotréficos, necessitando de compostos organicos
ja formados, que servem como fonte de energia e como constituintes celulares. Por
causa da rigidez da parede celular, sua nutricAo ocorre por meio da absorcao de
nutrientes. A parede celular secreta enzimas que digerem o material organico no
ambiente, e os nutrientes resultantes do processo enzimatico sdo absorvidos através
desta parede celular fungica especializada (MORAES, PAES, HOLANDA, 2009; SYKES;
RANKIN, 2013).

Desempenhando importante funcdo para a manutencdo da vida dos fungos
filamentosos, a parede celular destes microrganismos consiste em uma estrutura
dindmica que fornece resisténcia a variacfes na pressdo osmoética do ambiente e
protege o fungo de compostos téxicos. Além disso, permite interacdes das células
fungicas com o ambiente e determina a sua forma e estrutura (FEOFILOVA, 2010).

A parede celular dos fungos filamentosos é composta em sua maior parte por
glucanas, glicoproteinas, manoproteinas e quitina (LATGE, 2010). Cerca de 50 a 60%
da massa seca da parede celular fungica é formada por glucanas (polissacarideos
altamente ramificados), sendo o principal componente o polissacarideo 3-1,3-glucana,
gue consiste em longas cadeias lineares formada por D-glicose ligadas via ligagcao
glicosidica 1—3. Na Figura 28 é mostrada a estrutura quimica de uma cadeia de 3-1,3-
glucana com ramificacdo glicosidica B1—6. Outros tipos de glucanas podem ser
encontradas em varias paredes celulares flungicas, a depender da espécie, como 3-1,6-
glucana, a-1,3-glucana e p-1,4-glucana (BOWMAN; FREE, 2006).
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Figura 28. Representacao da estrutura quimica da f3 -1,3-glucana ligada a uma cadeia de B -
1,6-glucana. A unidade basica das -glucanas presentes nos fungos é 3-D-glicose.
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B-1,6-D-glicose
MB 1 °
OH n OH
OH OH

[ CH,OH CHOH |  6CH,
o | 0] — (0] ;o o) Lo o—
) :
OH OH OH 3
OH OH OH
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Fonte: ABUAJAH, 2017.

A parede celular de fungos filamentosos € constituida por trés camadas, como
mostra a Figura 29; a primeira é formada pela membrana celular, logo acima desta
encontra-se microfibrilas de quitina, que s&o cadeias lineares [(-(1,4)-N-
acetilglucosamina. Este polissacarideo estrutural confere uma certa rigidez a parede
celular, o qual contribui para a integridade do microrganismo (GEOGHEGAN,;
STEINBERG; GURR, 2017). Em seguida, tem-se a camada interna formada por (-
glucanas e enzimas que junto com a quitina forma uma estrutura reticular com
caracteristica mais fibrosa. E por ultimo, tem-se a camada externa, a qual € rica em
glicoproteinas. Nesta camada, as glicoproteinas (principalmente galactomanoproteinas)
e B-glucanas formam uma rede tridimensional, que ao contrario da camada interna,
consiste em uma matriz gelatinosa (BOWMAN; FREE, 2006; LATGE, 2010;
GEOGHEGAN; STEINBERG; GURR, 2017).
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Figura 29. Representacdo esquematica basica da estrutura da parede celular de fungos

filamentosos. A parede celular € composta pela membrana celular, por uma matrix
quitina/glucana e a uma camada externa rica em glicoproteinas.

Camada externa rica
em glicoproteinas

Camada interna -

“‘,.‘ Matrix quitinalglucana

Membrana celular

' Sintese quitina Gllcoprotema ‘.‘ Quitina

@ Sintese B1,3-glucana .... B1.6-glucana r Manana
‘é} Enzimas f B1,3-glucana
L

Fonte: Adaptada de GEOGHEGAN; STEINBERG; GURR, 2017.

Ao observar a estrutura molecular da B-1,3-glucanas na Figura 28, nota-se a
presenca de grupos hidroxilas (-OH) e atomos de oxigénio ao longo da cadeia carbénica.
Estes grupos funcionais podem interagir com nanoparticulas metalicas por meio de
interacdes eletrostéaticas (Figura 30). Os atomos de oxigénio com carga parcial negativa
desses grupamentos quimicos interagem fortemente com a superficie eletricamente
positiva das nanoparticulas metalicas. Essas interacdes eletrostaticas contribuem para
gue as nanoparticulas fiquem ancoradas na estrutura reticular formada pelas B-glucanas
ligadas covalentemente com proteinas e demais componentes da parede celular de
fungos filamentosos (FONTES, 2012; FONTES et al., 2021). E por esta raz&o, que estes
microrganismos apresentam afinidade com nanoparticulas metélicas, em especial com
as nanoparticulas de ouro. Por isso, os fungos filamentosos sdo considerados como
suporte biologico ideal para construcdo de materiais micro-estruturados atraves de
processos de automontagem (FONTES et al., 2014). Diante disso, no préximo subitem
sera apresentada uma revisdo da literatura sobre os variados materiais hibridos
desenvolvidos com a integracdo de nanomateriais em estruturas celulares de fungos

filamentosos.
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Figura 30. Representacdo de uma nanoparticula metalica esférica ligada em uma macro-
molécula de (3-1,3-glucana por interagdo eletrostatica.
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Fonte: Adaptado de ROLIN et al., 1992.

2.2.2 MATERIAIS HIBRIDOS DE FUNGOS FILAMENTOSOS E
NANOPARTICULAS METALICAS

Um dos primeiros exemplos de formacao de materiais hibridos a partir de fungos
filamentosos foi demonstrado por Martino e colaboradores em 2003. Apesar dos autores
estarem investigando o efeito da descontaminacdo do amianto por fungos filamentosos,
perceberam que além de diminuir a toxicidade desse material particulado, os fungos
tiveram a capacidade de assimilar essas nanoparticulas no tecido micelar. A Figura 31
mostra a imagem de uma solu¢do aquosa com amianto em suspensao (1,5 pum). Apés
o cultivo do fungo MUT 840, as fibras de amianto sdo removidas da suspensao e

assimiladas pelo micélio do fungo.
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Figura 31. Imagem digital mostrando o efeito do micélio fungico em uma suspenséo de
amianto. (A) Solugdo aquosa com amianto e (B) sem amianto dispersos em solugcéo, apos
assimilagédo do mesmo pelo fungo.

v

Fonte: MARTINO et al., 2003.

E importante perceber que o principal objetivo dos pesquisadores foi buscar uma
forma de minimizar a toxicidade das fibras de amianto, através da liberacdo de
substancias quelantes que sequestram ions de ferro por fungos filamentosos. O ferro é
reconhecido como um elemento que contribui para a toxicidade do amianto e, sua
remocao, reduz o dano celular em experimentos in vitro. De fato, a crocidolita, um dos
carcinégenos fibrosos mais potentes, possui até 29% de Fe em sua estrutura cristalina.
Originalmente, os autores investigaram a capacidade de alguns fungos do solo
crescerem na presenca de fibras de crocidolita para modificar a superficie das fibras
inorganicas e entdo reduzir a toxicidade. Assim, sem querer, 0s autores mostraram um
dos primeiros exemplos de assimilacdo de nanoparticulas por fungos filamentosos
(MARTINO et al., 2003).

No mesmo ano, Li e colaboradores (2003) demonstraram a sintese de um material
hibrido constituido de hifas de fungos filamentosos e nanoparticulas de ouro
funcionalizadas com oligonucleotideos. O primeiro passo desta sintese consistiu no
preparo de nanoparticulas de ouro funcionalizadas com fragmentos de DNA. Em
seguida, estas nanoparticulas foram dispersas em um meio nutritivo, onde
posteriormente, esporos do fungo filamentoso Aspergillus niger foram adicionados.
Apds algum tempo, os esporos do fungo germinaram, e as hifas cresceram, enquanto

a coloragao avermelhada do meio foi cada vez diminuindo até torna-se transparente,
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como mostra as imagens da Figura 32A e B. Por fim, foram obtidos micélios fungicos
com coloragao roxa avermelhado, devido a presenga de nanoparticulas de ouro na
superficie das hifas. A montagem das nanoparticulas de ouro nas hifas fungicas séo
favorecidas pela interagdo dos oligbmeros de DNA adsorvidos na superficie das
referidas particulas com os componentes da parede celular do fungo filamentoso.
Essa interacdo se dar pelos grupos funcionais presentes nos fragmentos de DNA,
Como 0s grupos aminas e amidas das bases nitrogenadas e os grupamentos fosfatos,
que podem formar ligagdes de hidrogénios com as hidroxilas presentes nas -1,3-

glucanas da parede celular do fungo.

Figura 32. Integracao de nanoparticulas de Au em fungos filamentosos. a) Imagem digital do
meio de cultura com suspenséo de nanoparticulas de Au e esporos do fungo Aspergillus niger.
b) Micélio fungico de coloracdo vermelho intenso formado com a montagem das
nanoparticulas de Au nas hifas do fungo durante o seu crescimento.

Fonte: LI et al., 2003.

O trabalho de Li e colaboradores foi o primeiro a utilizar fungos filamentosos como
suporte bioldgico para automontagem de nanoparticulas metalicas para produgéo de
materiais bio-hibridos. Este estudo serviu de inspiracdo para o desenvolvimento de
novos métodos de integragdo das nanoparticulas metalicas na superficie de células
de fungos vivos para produgdo de materiais microscopicos com diversas
aplicabilidades. Como exemplo, tem-se o trabalho publicado por Sugunan e
colaboradores em 2007, o qual mostrou um método mais simples de obtencao de bio-
hibridos constituidos por fungos e nanoparticulas metdlicas; visto que a
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funcionalizacdo de nanoparticulas metalicas com DNA, proposta por Li e
colaboradores, € dispendiosa e complicada. Nesse sentido, os pesquisadores
mostraram uma metodologia de produgdo de materiais hibridos utilizando NPs-Au
estabilizadas com ions glutamato e fungos filamentosos vivos (SUGUNAN et al.,
2007).

No estudo realizado por Sugunan e colaboradores foi utilizado o reagente
glutamato monossédico como agente redutor e estabilizador na sintese de NPs-Au.
Em seguida, esporos de diferentes espécies de fungos (Asperqillus niger, Aspergillus
nidulans ou Neurospora crassa) foram adicionados a solugéo coloidal de NPs-Au, sem
adicao de nutrientes. No processo de cultivo do fungo na solucao coloidal de NPs-Au,
o glutamato atuou como fonte de carbono e nitrogénio para o desenvolvimento do
microrganismo. Este trabalho foi o primeiro a propor um mecanismo para 0 processo
de montagem das nanoparticulas metalicas sobre a superficie de hifas de fungos. Os
autores sugeriram que no processo de automontagem das particulas no suporte
biolégico ocorre uma aglomeragao das nanoparticulas ao redor das hifas, induzida
pelo consumo de ions glutamato pelo metabolismo do fungo em crescimento. Esses
aglomerados movem-se para superficie da hifa através do movimento Browniano,
formando um camada espessa e uniforme de nanoparticulas de ouro, como ¢ ilustrado
na Figura 33A.

A micrografia obtida pelo MEV dos bio-hibridos constituido de nanoparticulas
de ouro e micélio de fungos filamentosos foi apresentada nesse artigo cientifico, como
€ mostrado na Figura 33B. Por meio desta micrografia, os pesquisadores observaram
que a morfologia tubular da hifa ndo foi preservada, e além disso, nota-se a presenga
de uma densa camada metalica em toda a superficie das microestruturas.
Provavelmente, estas microestruturas tubulares foram colapsadas durante a etapa de
secagem ao ar, ou seja, as nanoparticulas de ouro aderidas na parede celular fungica
se aglomeraram de tal maneira a ponto de formar ouro massivo. Para preservar a
forma tubular, o material organico do bio-sistema foi removido pelo processo de
extragao de COz2 supercritico, um importante método de secagem, por meio do qual
foi possivel obter de forma inédita, microtubos de ouro (SUGUNAN et al., 2007).
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Figura 33. Integracdo de nanoparticulas de ouro na superficie de hifas fangicas: (A) llustragédo
esquemadtica do processo de automontagem das nanoparticulas em fungos filamentosos em
crescimento, (B) Imagem de MEV mostrando uma hifa densamente revestida por NPs-Au
(barra de escala 20 pm).

Diregao .
do crescimento 3

Fonte: Adaptado de SUGUNAN et. al., 2007.

No ano seguinte, Bigall e colaboradores (2008) publicaram um trabalho
cientifico que mostra a habilidade de diferentes espécies de fungos filamentosos em
crescer diretamente em solucdes coloidais de nanoparticulas metalicas estabilizadas
por ions citrato. Na Figura 34A é mostrado o cultivo do fungo Penicillium citreonigrum
em suspencao de NPs-Au estabilizadas por ions citrato. O material hibrido metal-
fungo foi desidratado por meio da secagem ao ponto critico de CO2, 0 mesmo
processo de secagem utilizado no trabalho de Sugunan et al., preservando assim, as
formas tridimensionais do bio-sistema. Na Figura 34B é possivel observar o material

hibrido obtido apds a secagem.
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Figura 34. Imagens digitais de (a) estrutura hibrida ouro-Penicillium citreonigrum em uma
suspensao de nanoparticulas de ouro e (b) apds a secagem por ponto critico (barra da escala,
0,1 cm).

Fonte: BIGALL; EYCHMULLER, 2010.

A pesquisa de Bigall e colaboradores também mostrou que a afinidade por
diferentes nanoparticulas de metais, como ouro, prata, platina e paladio, varia
conforme a espécie do fungo utilizada no cultivo. Neste estudo foram utilizadas sete
espécies de fungos filamentosos (P. citreonigrum, C. virescens var. Chlamydosporum,
T. viride, P. herbarum Westendorp, N. crassa e B. adusta), os quais foram cultivados
durante um periodo de dois meses, em solucdes coloidais de nanoparticulas de ouro,
de prata, de platina e de paladio estabilizadas por anion citrato. Nao foi adicionado
nenhum meio nutritivo nos sistemas de cultura, ja que o citrato residual da sintese das
nanoparticulas serviu como nutriente para o crescimento dos fungos. Os resultados
do teste de afinidade foram obtidos a partir da analise de espectroscopia por energia
dispersiva de raios X (EDS) das amostras de bio-hibridos de nanoparticulas e fungos
(Figura 35).

O melhor crescimento dos fungos foi observado em suspensbes de
nanoparticulas de ouro, seguido de platina e de paladio. O crescimento em solugao
coloidal de nanoparticulas de prata foi observado apenas para B. adusta. Pelo gréafico
apresentado pela Figura 35, verifica-se que todas as espécies de fungos estudadas
apresentaram maior afinidade pelas nanoparticulas de ouro, se comparado com as
nanoparticulas constituidas pelos demais metais. Com base nesse resultado, optou-
se, neste presente trabalho de doutorado, por utilizar o metal ouro como semente para
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nucleagéo heterogénea de paladio metalico para formar nanoparticulas com o nucleo
rico em ouro e uma ténue camada de paladio para posterior integragcdo em fungos
filamentosos, como uma estratégia para contornar a baixa afinidade dos fungos com
o metal paladio. Testes cataliticos foram realizados para investigar se os sitios
metalicos permaneceriam cataliticamente ativos nessas micro-estruturas tubular. Os
resultados indicaram que as nanoparticulas apresentam atividade catalitica mesmo

quando assimiladas pelo microrganismo (BIGALL et al., 2008).

Figura 35. Gréfico mostrando as diferentes afinidades metalicas de sete fungos diferentes.
Os resultados das fragdes atdbmicas metal:(carbono+metal) foram obtidas por espectroscopia
de raios X por energia dispersiva.
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Fonte: BIGALL et al., 2008.

Em 2014, Fontes e colaboradores divulgaram uma metodologia de sintese de
microtubos de ouro que imitam a morfologia de fungos filamentosos através da
automontagem de nanoparticulas de ouro sobre o microrganismo. Primeiramente, foi
escolhido espécies de fungos de filamentosos com maior afinidade por nanoparticulas
de ouro para atuarem como modelo biolégico (Phialomyces macrosporus,
Trichoderma sp., Penicillium sp. e Aspergillus niger). Os microrganismos foram
cultivados em solucbdes contendo nanoparticulas de ouro estabilizadas com ions
citrato e com razées molares entre citrato e ouro variaveis (0,3; 2,0; 3,7; 7,1 e 17,3).

Este estudo possibilitou a investigacdo da condicdo 6tima para a deposicao das
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nanoparticulas nas hifas dos fungos. Para o cultivo do fungo, n&o foi adicionado
nenhum nutriente no sistema de cultura, pois o citrato presente na solugao, além de
servir como agente estabilizante eletrostatico para as nanoparticulas, atuou como uma

fonte de carbono para favorecer o crescimento do fungo.

A partir de imagens obtidas pelo MET, os pesquisadores verificaram que a
concentracdo dos anions citrato no meio de cultura influencia significativamente no
processo de automontagem das nanoparticulas de ouro na parede celular fungica. Por
exemplo, verificou-se que a melhor condicdo para a obtencdo do bio-hibrido
Phialomyces macrosporus/ NPs-Au foi em solugbes com [cit]:[Au®*] = 7,1). (FONTES
et al., 2014). O conhecimento a respeito do fungo que possui maior afinidade com
nanoparticulas de ouro e a propor¢ao ideial de citrato e ouro para a deposigao destas
particulas sobre o microrganismo foram de extrema importancia para o

desenvolvimento desta presente tese.

Por meio desta sintese, foram obtidos materiais hibridos com uma espessa
camada de nanoparticulas de ouro, as quais encontram-se embebidas na parede
celular do fungo filamentoso. Posteriormente, o hibrido fungo/NPs-Au foi submetido
ao processo de secagem por ponto critico, para evitar aglomeracdo das
nanoparticulas e destruicdo da estrutura tubular; em seguida, uma eliminacado da
biomassa orgéanica foi realizada por uma etapa de calcinacdo simples para obter
estruturas microtubulares de ouro, como mostra a ilustracéo representada pela Figura
36 (FONTES et al., 2014).

Este trabalho cientifico foi o primeiro a propor um mecanismo para o processo
de automontagem de nanoparticulas de ouro estabilizadas com citrato sobre micélio
fungico. Os autores sugeriram que durante o crescimento do fungo ocorre um
consumo de ions citrato devido aos processos fisiolégicos do microrganismo. O uso
metabdlico desses ions provoca uma exaustdo dos mesmos na regido préxima a
parede celular, causando desta forma uma desestabilizacido das nanoparticulas. Os
componentes da parede celular do fungo (como residuos de aminoacidos e cadeias
de 1,3-B-glucanas) deslocam os ions citrato residuais e ligam-se diretamente na
superficie das nanoparticulas via interacdes eletrostaticas. De modo que, as
nanoparticulas de ouro sdo estabilizadas estericamente pelos bio-polimeros da

parede celular durante o crescimento apical da hifa fungica, formando assim uma
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estrutura microtubular bioinspirada de fungo e nanoparticulas de ouro (FONTES et al.,
2014).

Figura 36. llustracdo da formacéo de microtubos de ouro. (A) Os fungos s&o cultivados em
meio de NPs-Au estabilizado com citrato. (B) O material hibrido é colhido e seco usando
secagem por ponto critico (SPC). (C) A calcinagdo de bio-hibridos fungo/NPs- Au produz
microtubos de ouro.

A B C

Fonte: FONTES et al., 2014.

No trabalho de Kubo e colaboradores (2016), o foco foi avaliar os fatores que
afetam o processo de automontagem de NPs-Au na parede celular de fungos
filamentosos. Neste estudo, os pesquisadores investigaram a influéncia da espécie do
fungo e do meio de cultura no tempo de assimilagdo das nanoparticulas, no
comprimento, didmetro do tubo e espessura da camada de particulas do material
hibrido obtido. Na metodologia, nanoparticulas de ouro estabilizadas por anions citrato
foram adicionadas em frascos contendo fungos filamentosos previamente cultivados
em diferentes meios de cultura. Os resultados deste estudo mostraram que as
espécies de fungos utilizadas como suporte biolégico e 0 meio de cultura influenciam
no processo de automontagem das nanoparticulas e a reprodutibilidade da produgao
dos bio-hibridos (KUBO et al., 2016).

Em outro trabalho, Kubo e colaboradores (2018) prepararam microtubos
heterogéneos de nanoparticulas de ouro e de prata, pelo processo de automontagem,
no fungo Aspergillus aculeatus, previamente cultivado em meio nutritivo. Na
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preparagao do material hibrido, o micélio fungico ficou em contato com a solugéo
coloidal de NPs-Ag por 7 dias, entdo essa disperséo coloidal foi removida e o material
hibrido obtido foi lavado com agua deionizada. A solugédo coloidal de NPs-Au foi
adicionada e o hibrido fungo/NPs-Ag foi mantido em contato com esta dispersao por
mais 7 dias. Por fim, obteve-se um material hibrido com trés regides distintas contendo
diferentes combinagbdes de nanoparticulas de prata e de ouro. Com base nos
resultados obtidos por EDS, o centro do micélio é constituido por NPs-Ag, a regiao
intermediaria é formada por uma camada interna de NPs-Ag e uma camada externa
de NPs-Au, e as extremidades das hifas sdo formadas por apenas de NPs-Au, como

€ mostrado o esquema representado na Figura 37.

Segundo os autores, a heterogeneidade na camada metalica do micélio surgiu
devido a presenca de ions citrato nas solugcbes coloidais, o que favoreceu o
crescimento das hifas e a simultdnea deposi¢cdo de nanoparticulas sobre o micélio.
Os pesquisadores também mostraram que os metabdlitos secundarios produzidos
pelo fungo influenciam no processo de automontagem das nanoparticulas no
microrganismo. Isso explica a impossibilidade de formar microtubos de nanoparticulas
em fungos mortos (KUBO et al., 2018).

Figura 37. Esquema ilustrativo das diferentes regibes de composicéo das hifas. O centro das
hifas € composto por NPs-Ag, em uma regido intermediaria, NPs-Ag e NPs-Au, e nas
extremidades, apenas NPs-Au.

Fonte: Adaptado de KUBO et al., 2018.
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No ano seguinte, Pal e colaboradores (2019) demostraram a construcédo de
microtubos de ouro preparados pelo processo de automontagem de NPs-Au em
fungos filamentosos, para aplicagdo em um sensor molecular baseado em SERS
(Espalhamento Raman Intensificado por Superficie). O processo de sintese deste
material consiste no crescimento de fungos filamentosos das espécies Trichoderma
asperellum e Aspergillus sydowii em solu¢gdes contendo nanoparticulas de ouro
estabilizadas com D-glicose, cuja molécula atua como nutriente para o crescimento
do micélio fungico. Apos 8 dias de inoculacao, obteve-se o bio-hibrido constituido de
fungo e NPs-Au; em seguida realizou-se a remogéo cuidadosa do modelo biolégico
por calcinagao a 520°C (PAL et al., 2019).

Ademais, os autores propuseram uma explicacdo para o mecanismo de
deposi¢gado de nanoparticulas de ouro estabilizadas com moléculas D-glucose na
superficie de hifas fungicas. Sugeriu-se que a camada externa da parede celular dos
fungos filamentosos possui poros de alguns nandmetros de diametro, que na verdade
sao pequenos espacos formados pelas cadeias de bio-polimeros e macro-moléculas
(como 1,3-B-glucanas e proteinas) entrelacadas que formam uma extensa rede
tridimensional. As nanoparticulas de ouro migram para o interior da parede celular
através de movimentos Browniano e sao introduzidas nestes poros, onde se fixam por
meio de ligagdes de hidrogénio intermoleculares entre os grupos hidroxilas (-OH) das
moléculas de glucose adsorvidas na superficie das nanoparticulas de ouro e grupos
—OH dos polissacarideos da parede celular fungica, como demostrado nas
representacdes das estruturas quimicas da Figura 38. Quando o interior da parede
celular encontra-se saturado pelas nanoparticulas, uma camada de nanoparticulas de
ouro é formada sobre toda a extensao da parede celular da hifa do fungo por meio da

deposicao e fixacdo das mesmas (PAL et al., 2019).

A microestrutura tubular formada apds o tratamento térmico apresentou 8-60
pMm de comprimento, espessura média da camada metalica de 180 nm e didmetro de
2-4 um. Esses microtubos de ouro foram utilizados como substrato para a deteccao
de moléculas organicas dissolvidas em agua com concentragdes baixas (1 x 107° M).
Os resultados experimentais mostraram que os microtubos de ouro com superficie
porosa, apresentaram um aumento no sinal SERS, indicando sua boa homogeneidade
da resposta Raman (PAL et al., 2019).
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Figura 38. llustracdes esquematicas da formacéo de ligacao de hidrogénio entre D-glucoses
ligadas a nanoparticulas de Au e constituintes da parede celular fungica: a) fragmento de
proteina, b) quitina e c) glucanas.
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Fonte: PAL et al., 2019.

Em 2021, Fontes e colaboradores publicaram um outro artigo sobre a
integracdo de nanoparticulas metélicas em células de fungos filamentosos; porém
desta vez, foi apresentado resultados de uma caracterizagdo minuciosa da estrutura
do bio-hibrido fungo/NPs de modo a compreender as interacbes entre os
nanomateriais e os bio-polimeros da parede celular fungica. Dois bio-sistemas
constituidos por fungo/NPs-Pd e fungo/NPs-AuPd foram sintetizados e estudados.
Micrografias obtidas pelo MET revelaram uma internalizagao inédita de nanoparticulas
de paladio (diametro médio = 7,7+ 2,9 nm) no vacuolo de células fungicas da espécie
Penicillium sp., tornando-se um bio-sistema promissor para reacdes cataliticas in vivo.
Foi relatado também uma nova estratégia de sintese de bio-hibridos de fungos
filamentosos com cobertura rica em paladio. Nesta metodologia, foi realizada uma
reducdo sequencial de ions Pd?* sobre nanoparticulas de ouro previamente
assimiladas na parede celular do fungo da espécie Aspergillus niger (FONTES et al.,
2021).

A estratégia de depositar nanoparticulas de ouro na superficie de fungos
filamentosos para em seguida recobri-las com uma camada de Pd° foi adotada devido
aos efeitos toxicos do metal Pd para as células fungicas, o qual inibe o

desenvolvimento do microrganismo. O processo de paladizacao da superficie do bio-
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hidrido fungo/NPs-Au consiste na deposigdo do metal Pd?, proveniente da redugéo de
ions Pd*? pelo acido ascorbico, sobre as NPs-Au, as quais atuam como sementes
para o crescimento dos cristais, formando desta forma nanoparticulas bimetalicas
AuPd na superficie do bio-hibrido. O bio-sistema resultante mostrou-se
cataliticamente ativo nas reagbes de hidrogenacdo de 2-metil-3-buten-2-ol em
temperatura ambiente (FONTES et al., 2021).

Uma caracterizacdo da superficie do bio-sistema fungo/NPs-AuPd por
espectroscopia de fotoelétrons de raios X (XPS) foi realizada com o intuito de
investigar detalhadamente o estado quimico das nanoparticulas ancoradas na parte
mais externa da parede celular do fungo A. niger. Conforme os resultados de XPS,
foi observado que os principais componentes quimicos da superficie fungica mais
externa foram carbono, oxigénio, nitrogénio, Au e Pd. As concentracdes metalicas de
Au e Pd foram de 3,6% e 8,2%, respectivamente. Além disso, foi verificado também a
presenca de ions Au* e Pd?* na parede celular do microrganismo. Os autores
atribuiram a presenca de Au* (na forma de Au-O, por exemplo) ao processo de
transferéncia de carga dos atomos superficiais das NPs-Au (doam elétrons) para os
grupos funcionais dos bio-polimeros (aceitam elétrons) que compdem a parede celular
fungica. Em relagdo a espécie quimica Pd?*, a sua presencga deve-se a formacéo de
oxido de paladio (PdO) sobre a superficie das nanoparticulas bimetalicas AuPd pois
as mesmas encontram-se mais expostas ao ar, causando assim a oxidacao do paladio
(FONTES et al., 2021).

Na Figura 39 mostra uma imagem de cor falsa obtida pelo microscopio
eletrénico de varredura (MEV) da superficie da parede celular do bio-hibrido
fungo/NPs-AuPd. Observa-se a presenca de nanoparticulas pequenas (em vermelho)
que correspondem as nanoparticulas de Au, e nanoparticulas de tamanho maiores
(em azul) que sdo as nanoparticulas de AuPd (FONTES et al., 2021). Por esta
imagem, é possivel notar que ndo houve uma deposigao uniforme do metal Pd® sobre
a superficie do bio-hibrido, de modo a formar uma camada mais externa com
nanoparticulas de diferentes estruturas morfoldégicas (umas sdao monometalicas e
outras bimetélicas) e de espessura da cobertura de Pd° variavel. E importante
ressaltar que, a diferenca nos tamanhos das particulas, na espessura da camada que

recobre a superficie das nanoparticulas de Au, bem como a heterogeneidade da forma
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estrutural dos nanomateriais presentes na superficie do bio-sistema A.niger/NPs-
AuPd influencia significativamente nas propriedades finais do bio-material, como por
exemplo, na sua performance como catalisador em reag¢des quimicas ou como
sensores analiticos (ZALESKA-MEDYNSKA et al., 2015; GILROY et al., 2016).

Figura 39. Micrografia colorida falsa de MEV com alta resolucéo da superficie do bio-hidrido
fungo/NPs-Au paladizado. As nanoparticulas vermelhas correspondem as NPs-Au e as azuis
séo as NPs-AuPd.

(N
200nm

Fonte: FONTES et al., 2021.

Diante do exposto, tem-se a necessidade de preparar nanoparticulas
bimetalicas a partir de uma deposi¢ao uniforme e controlada de metal Pd sobre as
nanoparticulas de Au para posterior integragao na parede celular fungica; além disso,
otimizar a quantidade 6timo de ions Pd?* a serem reduzidos e depositados sobre os
nanomateriais de Au, a fim de diminuir se possivel, os efeitos téxicos do metal Pd
sobre o fungo filamentoso, impedindo desta forma a inibi¢do do seu crescimento apical
e a simultdnea automontagem das particulas sobre o microrganismo. Diante disso, o
presente trabalho de doutorado tem como foco principal o preparo de materiais
hibridos constituidos de nanoparticulas bimetalicas de Au@Pd com estrutura core-
shell e fungos filamentosos, que é algo inédito até entao.

Destarte, nos proximos itens, serdo apresentadas a sintese e caracterizagao

de materiais hibridos de fungo filamentoso e nanoparticulas bimetalicas, os resultados
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e a discussao dos mesmos. No presente trabalho de doutorado foi utilizado o fungo
filamentoso Phyalomices macrosporus para integracdo de nanoparticulas bimetalicas
core-shell de ouro (core) e paladio (shell), a fim de obter um material hibrido, material
este que pode apresentar propriedades interessantes para diversas aplicagoes,

com por exemplo, fabricagcdo de microtubos bimetalicos com propriedades cataliticas.
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2.30BJETIVOS

2.3.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar e caracterizar materiais hibridos constituidos por nanoparticulas

bimetalicas de Au@Pd e fungos filamentosos.

2.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a deposicdo das nanoparticulas bimetalicas de Au@Pd na
superficie das células dos fungos filamentosos por meio do processo de
automontagem;

e Caracterizar o0s bio-hibridos formados pela integracdo entre
nanoparticulas bimetalicas de Au@Pd e fungos filamentosos.

e Verificar a afinidade do microrganismo com nanoparticulas de Au@Pd

preparadas com diferentes concentracées de ions Pd?*.
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2.4PARTE EXPERIMENTAL

2.4.1 PROCEDIMENTO DE SINTESE DE BIO-HIBRIDOS FUNGO/NPs-
Au@Pd

2411 REAGENTES

Para as etapas de cultivo do fungo, pré-adaptacdo do mesmo e sintese do
material hibrido fungo/NPs-Au@Pd foram utilizados 0s seguintes reagentes: agua
purificada (13 uS/cm) pelo o sistema Milli-Q (Millipore Ultra-Pure Water System), acido
citrico monohidratado (Merck, = 99,99%), citrato de sédio dihidratado (Reagen, =
99,99%), dextrose (Synth, = 99,99%), agar em poO bacteriologico puro (Vetec, =
99,99%) e batata inglesa adquirida em um supermercado local.

2.4.1.2 CULTIVO DE FUNGOS FILAMENTOSOS EM MEIO SOLIDO

Para a funcionalizacdo de células fungicas com nanoparticulas bimetalicas
Au@Pd foi selecionado o fungo filamentoso da espécie Phialomyces macrosporus
(Pm) com o escopo de formar microestruturas tubulares de NPs-Au@Pd que imitam
a morfologia tridimensional do microrganismo. Esta espécie de fungo foi escolhida
com base nos estudos anteriores realizados no laboratério do nosso grupo de
pesquisa LBQM-UFBA, que mostrou um bom crescimento das hifas fangicas em
solucdes contendo diferentes tipos de nanomateriais, como nanoparticulas de ouro e
MOFs (Estruturas metalorganicas) (FONTES et al., 2014; ROSARIO et al., 2019;
FONTES et al., 2021).

O fungo P. macrosporus foi isolado de folhas em decomposicdo da planta
Manilkara salmani nas Lagoas do Abaeté em Salvador, Bahia, Brasil. Para reativagédo
do microrganismo, uma cultura foi realizada em placas de Petri contendo
aproximadamente 20 mL de meio de cultura de BDA — Batata, Dextrose e Agar (30%

m/v de caldo de batata, 2,0% mv de dextrose e 1,5% m/v de agar) e, em seguida foi
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incubado a 28 °C por minimo 7 dias (GERIS, 2002). Na Figura 40 é mostrada a cultura

em meio nutritivo sélido do fungo Phialomyces macrosporus obtida.

Figura 40. Imagem digital da cultura do fungo Phialomyces macrosporus em meio nutritivo
s6lido de BDA — Batata, Dextrose e Agar.

Fonte: Prépria autoria.

2.41.3 PRE-ADAPTACAO DO FUNGO FILAMENTOSO P. MACROSPORUS

Uma etapa de pré-adaptacéo do fungo Pm foi realizada em solucdo tampéo de
acido citrico e citrato de sodio (pH = 5,7) para seguir com a etapa de inoculagéo do
fungo em suspensdo de nanoparticulas estabilizadas por ions citrato, a fim de
favorecer o crescimento das hifas fungicas e assimilacdo das nanoparticulas. Essa
etapa de pré-adaptagéo do fungo foi realizada conforme a metodologia anteriormente
descrita por Fontes (2012) e Eychmuller e colaboradores (2008). Nesta metodologia,
pequenos pedacos do micélio foram retirados cuidadosamente da placa de Petri e
transferidos para um frasco de Erlenmeyer contendo 30 mL da solucéo de 1% (m/v)
de citrato de sodio e 0,05% (m/v) &cido citrico. Esta suspensdao ficou reservada por
um periodo de 30 dias.
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2414 INTEGRACAO DE NPs-Au E NPs-Au@Pd EM FUNGOS
FILAMENTOSOS

Apoés o periodo de pré-adaptacédo, 80 puL da suspensdo contendo micélio e
esporos do fungo Pm foram transferidos para frascos de Erlenmeyer contendo 20 mL
da suspensdo de NPs-Au@Pd ou NPs-Au previamente sintetizadas e 400 pL da
solucdo de dextrose 10% (m/v) (meio nutritivo), sob condicbes estéreis em fluxo
laminar. Em seguida, o fungo foi incubado por um periodo de 15 dias a 28 °C em modo
estatico. Apos o periodo de crescimento do micélio fingico, os bio-hibridos formados
foram lavados com agua ultrapura esterilizada e armazenados em frascos de
penicilina contendo agua ultrapura esterilizada. Todo o procedimento foi realizado na
capela de fluxo laminar, com ambiente esterilizado com etanol a 70% e radiacéo

ultravioleta por 20 minutos e sob chama oxidante de um bico de Blnsen.

2.4.2 CARACTERIZACOES DE AMOSTRAS DE BIO-HIBRIDOS FUNGO/NPs-
Au@Pd E FUNGO/NPs-Au

A caracterizacdo dos bio-hibridos fungo/NPs-Au e fungo/NPs-Au@Pd foram
realizadas com o intuito de comprovar a assimilacdo das nanoparticulas de Au e de
Au@Pd pelo fungo P. macrosporus, e verificar como as referidas nanoparticulas foram
montadas e arranjadas na superficie das células fungicas. Além disso, verificar de forma
qualitativa a composicéo quimica elementar dos bio-hibridos obtidos. Para isso, foram
empregadas as técnicas MEV, MET, EDS e MO para a caracterizacdo das amostras
dos referidos materiais hibridos.

e Microscopia Optica (MO)

Para o estudo morfolégico dos bio-hibridos Pm/NPs-Au e Pm/NPs-Au@Pd, as
amostras de fungos cultivados com e sem a presenca das nanoparticulas foram
analisadas no microscopio optico (marca Zeiss, modelo Primo Star). Foram retirados
pequenos fragmentos de micélio previamente lavados com agua ultrapura esterilizada,

e depositados sobre laminas de vidro para observagdo no microscépio. Nesta andlise,
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foram feitas capturas das imagens das amostras com aumento de 400 e 1000 vezes.

e Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Para o estudo morfolégico dos bio-hibridos Pm/NPs-Au e Pm/NPs-Au@Pd por
meio da microscopia eletrénica de transmissédo, as amostras de fungo decorados pelas
nanoparticulas e do fungo puro foram submetidas ao processamento padrao de material
para analise no MET. O processamento do material hibrido formado por fungo e NPs-
Au@Pd foi efetuado nas seguintes etapas: 1- desidratacdo em acetona; 2- substituic&o:
mistura 1:1 de acetona 100% e resina Poly-Bed® (no minimo 6 horas) em temperatura
ambiente. 3- impregnacao:resina pura por 6-8 horas em temperatura ambiente. 4-
emblocamento: em molde especifico, coloca-se o numero de registro do material,
preenche-o com resina e em seguida coloca-se o fragmento. 5-Polimerizagao: coloca-
se 0 material para polimerizar em estufa a 60 °C por 6 dias.

O processamento do fungo puro foi efetuado nas seguintes etapas: 1- fixagcdo em
glutaraldeido 2% + paraformaldeido 4%, em tampé&o cacodilato de sédio 0,1 mol.L%, pH
7,4, por 1h em temperatura ambiente; 2-lavagem em tampéao cacodilato de sédio 0,1
mol.L, pH 7,4 (3 banhos de 10 minutos em temperatura ambiente); 3- pds-fixacdo em
tetroxido de 6smio 1% + ferricianeto de potassio 0,8% + cloreto de calcio 5 mmol.L* em
tampao cacodilato de sédio 0,1 mol.L, por 1h 46 min em temperatura ambiente; 4-
lavagem utilizando tampéo cacodilato de sédio 0,1 mol.L%, pH 7,4 (3 banhos de 10
minutos em temperatura ambiente); 5- desidratacdo em acetona; e as demais etapas
gue seguiram foram descritas anteriormente (2-5 para o material hibrido) que é a mesma
para todos os materiais. Em seguida, os blocos de resina foram desengrossados
utilizando-se uma lixa e entdo cortados utilizando um Ultramicrétomo (marca: Leica,
modelo: EM UCSB).

Cortes ultrafinos foram efetuados em formato de trapézios com espessura de 70
a 80 nm. Estes cortes foram entdo dispostos sobre grades de cobre de 3 mm de
espessura e 200 mesh. Todo o processamento das amostras foi efetuado através do
servico de microscopia eletrbnica da FIOCRUZ-BA, as imagens dos materiais hibridos
Pm/NPs-Au e Pm@NPs-Au@Pd e do fungo puro foram obtidas no microscopio
eletronico de transmissao (marca: JEOL, modelo EM 12130) também da FIOCRUZ-BA.
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e Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e Espectroscopia por Energia
Dispersiva de Raios X (EDS)

Para observacéo no MEV e microanalise por EDS, foi necesséaria uma etapa prévia
de secagem das amostras de bio-hibridos utilizando-se o método de secagem ao ponto
critico de CO2. Este método consiste em uma secagem cuidadosa do material a fim de
preservar a morfologia tridimensional do suporte bioldgico fungico. O procedimento foi
realizado conforme o protocolo padrdo de processamento de amostras para secagem
ao ponto critico elaborado pela FIOCRUZ-BA. O aparelho utilizado para a secagem das
amostras de bio-hibridos foi o equipamento Ponto Critico da marca Leica e modelo CPD
030, do laboratério de Microscopia Eletronica da mesma instituicao.

O procedimento de preparo das amostras para secagem ao ponto critico consiste na
desidratagdo das amostras de bio-hibridos em série crescente de solucdo de etanol
absoluto em diferentes concentracdes (30, 50, 70, 90 e 100%) em temperatura
ambiente, por 10 min cada solugcédo, sendo que a ultima etapa de desidratacdo (em
etanol a 100%) foi repetida por trés vezes.

As amostras desidratadas foram transferidas para a camara do equipamento de
secagem ao ponto critico do CO2, preenchida por etanol absoluto. Com a camara
fechada, foi injetado o COz liquido para realizar a substituicdo do etanol pelo CO2 em
uma temperatura de 9°C. Foram necessarias 20 trocas para remocao total do etanol.
Em seguida, aqueceu-se o interior da cAmara até uma temperatura de 40 °C, acima da
temperatura critica do CO2 (-31°C). Com o aumento gradual da temperatura, as
moléculas de CO2 passam da fase liquida para a fase gasosa, ou seja, todo o CO:2
liguido é convertido em géas, 0 que causa um aumento da presséao interna na camara.
Nesta condicdo, o CO:z atinge o ponto critico, onde nao ha limites entre as fases liquida
e gasosa e a tensao superficial é igual a zero (DEDAVID, GOMES, MACHADO, 2007).
Desta forma, todo o liquido é convertido em gas, secando assim o bio-hibrido, sem
danificar a estrutura microtubular do fungo com os efeitos da tenséo superficial. O
resultado é uma amostra de bio-hibrido seca com a parede celular fungica totalmente
preservada.

As amostras secas de bio-hibridos foram depositadas sobre stubs de aluminio
para observacdo no microscopio eletrénico de varredura com detector de EDS (marca:

JEOL, modelo: JSM-6390LV), operando em uma aceleracao de voltagem de 10 kV. As
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micrografias dos bio-hibridos foram obtidas empregando-se o equipamento MEV-EDS,
localizado no laboratério de Servigo de Microscopia Eletrénica da FIOCRUZ-BA. Para a
observacdo e captura das imagens das amostras de fungo sem nanoparticulas, foi
necessario submete-las a um processo de metalizacdo com ouro. Essa etapa de
revestimento com ouro metalico torna o material bioldgico condutor de eletricidade, e
capaz de espalhar os elétrons gerados pelo equipamento por toda a superficie da
amostra, de modo a formar imagens com excelente resolucéo.

Ja para as amostras de bio-hibridos nédo foi necessaria a etapa de metalizacéo
devido a presenca das nanoparticulas metalicas na superficie do fungo, que auxilia no
contraste da imagem. As micrografias do MEV foram obtidas com magnificagdo de 500X
e 2000X. Mapas elementares das amostras de bio-hibridos foram obtidos através do
sistema de microanalise por EDS associado ao MEV, empregando-se 0 mesmo

equipamento.

2.5RESULTADOS E DISCUSSOES

Para o estudo da integracdo de NPs-Au@Pd em fungos filamentosos,
primeiramente foi selecionado uma espécie de fungo que apresenta uma boa
capacidade de assimilacdo de nanomateriais e que se desenvolve em condi¢cdoes
extremas de cultivo, como variacdes bruscas de pH e baixa disponibilidade de nutrientes
(SOLOMON, 2008). Diante disso, a espécie Phialomyces macrosporus foi a escolhida
para atuar como suporte para deposicdo de nanoparticulas; jA& que em estudos
anteriores realizados no laboratério do grupo LBQM-UFBA, esta espécie de fungo
filamentoso apresentou uma maior afinidade com as nanoparticulas de ouro se
comparada com as outras espécies trabalhadas pelo nosso grupo (FONTES et al.,
2014).

Atualmente, o Unico método empregado para integracdo de nanoparticulas na
superficie celular de fungos filamentosos consiste no cultivo de fragmentos de micélio
ou esporos de fungos em uma solucdo contendo nanoparticulas pré-formadas e uma
fonte de alimento para o crescimento do microrganismo (ROSARIO et al., 2019). Na
Figura 41 s&o mostrados os sistemas de cultivo do fungo Pm em solu¢bes contendo

NPs-Au estabilizadas com ios citrato (I), NPs-Au@Pd estabilizadas com ions citrato (II)
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e solucdo aquosa de ions citrato, como sistema controle (ll1).

Figura 41.Sistemas de cultivo do fungo Pm em suspenstes de NPs-Au (1), NPs-Au@Pd () e
sistema controle (Ill) composta por agua ultrapura e esporos fangicos.

(1), - (1) w i W)

"M

Fonte: Prépria autoria.

Insta esclarecer que, além de ser um agente estabilizante eletrostatico para as
nanoparticulas e um agente tampao, o anion citrato atua como uma fonte de carbono
para o crescimento do fungo (FONTES et al., 2014). Além disso, a adi¢do de dextrose
no meio de cultivo contribui para favorecer ainda mais o desenvolvimento do
microrganismo diante da presenca de um metal toxico, o paladio. E importante ressaltar,
que para o cultivo dos fungos, foi utilizado suspensdes de nanoparticulas de Au e de
Au@Pd com proporcéo [citrato]:][Au3*] = 7,1. Por meio de imagens obtidas pelo MET,
Fontes e colaboradores (2014) verificaram que a forca ibnica do meio de cultivo
influéncia significativamente na organizacdo das nanoparticulas na parede celular
fungica. De modo que, em solu¢cdo com alta concentracdo de citrato observa-se a
formacdo de uma camada metalica compacta devido a presenca de nanoparticulas
aglomeradas na parede celular do fungo. Em contraste, o cultivo do fungo em solucéo
com baixa concentracdo de citrato, verifica-se que as nanoparticulas se encontram
espacadas uma das outras, dispostas em forma de cadeias lineares na superficie celular
fangica (FONTES et al., 2014). Portanto, a razdo [citrato]:J[Au®*] = 7,1 foi indicada como
a melhor concentracdo de citrato para montagem de nanoparticulas nas hifas fungicas,
e por esta razdo foi utilizada suspensdes de NPs-Au com a referida proporcao
[citrato]:[Au®*] para o cultivo do fungo Pm.
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Sabe-se que adicdo do metal Pd sobre as nanoparticulas de Au pode modificar
a estrutura eletrénica das referidas nanoparticulas, de modo a provocar uma alteracéo
nas suas propriedades fisico-quimicas (STRASSER et al., 2016). Logo, é plausivel
supor que a combinacdo dos metais Au e Pd pode influenciar no mecanismo de
interacdo do paladio metalico com as células fangicas, devido a presenc¢a do metal Au,
pelo qual o microrganismo tem maior “afinidade”; de modo a favorecer a diminui¢cao dos
toxicos da nanoparticula Au@Pd frente ao fungo. Por esta razdo, a solugdo contendo
NPs-Au@Pd com 50% de Pd?* foi escolhida para iniciar os experimentos de deposicéo
de nanoparticulas bimetalicas Au@Pd sobre as células de fungos filamentosos. Os
fungos foram incubados sob uma temperatura de 28°C e em um meio levemente acido
(pH = 3). Na Figura 42 é apresentado sistemas de cultivo contendo o fungo P.
macrosporus em suspensdes de NPs-Au@Pd e de NPs-Au durante o processo de

automontagem das referidas nanoparticulas metélicas.

Figura 42. Imagens digitais dos sistemas de cultivo contendo fungo P. macrosporus e NPs-
Au@Pd, com 8 dias de incubacdo (A) e com 15 dias de incubacéo (B). Sistema controle
contendo NPs-Au e dextrose (C) e sistema de cutltivo de fungo P. macrosporus em suspensao
de NPs-Au, com 8 dias de incubagéo (D).

Fonte: Prépria autoria.
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Apo6s um periodo de 15 dias de incubacéo, foram observados a formacgéo de
pequenos micélios fungicos no meio de cultivo dos sistemas | e Il. Na Figura 42A e D é
possivel perceber a formacédo de micélios com apenas 8 dias de incubacao. Ao fim de
15 dias, percebe-se que houve alteracdo na coloracdo das culturas contendo as
nanoparticulas, as quais tornaram-se transllcidas, como pode ser vista na Figura 42B.
A partir deste resultado, pode-se inferir que, provavelmente, as nanoparticulas de Au e
de Au@Pd foram depositadas sobre os micélios fungicos formados, pois houve perda
da cor caracteristica das suspensdes dos referidos nanomateriais. Além disso, foi
observado também que os fungos cultivados na presenca de NPs-Au e NPs-Au@Pd
foram corados, porém o fungo crescido no sistema de cultura sem nanoparticulas ndo
os foram, como € mostrado nas imagens da Figura 43. Nestas imagens é possivel notar
a auséncia de coloracdo do fungo Pm cultivado no sistema contendo apenas agua
ultrapura esterilizada e dextrose (Fig. 43A) e 0 mesmo microrganismo cultivado na
presenca de NPs-Au (Fig. 43B).

Figura 43. Imagens digitais de amostras do fungo filamentoso P. macrosporus cultivado na
auséncia (A) e na presenca (B) de NPs-Au.

=

Fonte: Propria autoria.

Comparando-se os micélios fungicos obtidos com a inoculacdo do fungo nas
solugcbes coloidais de NPs-Au e de NPs-Au@Pd (Figura 42A e D), nota-se uma
diferenca na quantidade de biomassa fungica obtida nos referidos sistemas de cultura.
A quantidade de biomassa no sistema contendo NPs-Au@Pd foi limitada em

comparacdo com o fungo crescido na presenca de NPs-Au e na auséncia de NPs.
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Diante disso, pode-se inferir que houve uma inibicdo do crescimento do fungo cultivado
na presenca de NPs-Au@Pd com 50% de ions Pd?*. O baixo desenvolvimento micelar
em um meio de cultura com alta concentracdo de paladio é devido aos efeitos tdéxicos
do metal Pd, fato que ja havia sido relatado por Eychmuller e colaboradores (2008) e
Fontes e colaboradores (2021).

Estudos realizados por Athie-Garcia e colaboradores (2018) mostraram os efeitos
toxicos das nanoparticulas de palddio (NPs-Pd) nas células dos fungos Candida
albicans e Aspergillus niger. Os pesquisadores verificaram que a exposi¢céo dos fungos
as NPs-Pd causou uma inibicdo do crescimento dos microrganismos. Essa inibi¢cao foi
observada para C. albicans e A. niger a uma concentracdo de NPs-Pd de 150 ppm e
250 ppm, respectivamente. Além disso, verificou-se também que a inibicdo do
crescimento € diretamente proporcional a concentracdo de NPs-Pd. Imagens obtidas
por microscopia confocal revelaram danos na parede celular induzidos por NPs-Pd. Foi
verificado um acumulo de nanoparticulas e alterac6es morfolégicas por meio de analises
no MEV. Os autores sugerem que 0s principais efeitos toxicos das NPs-Pd envolvem
danos a parede celular do fungo e geracao de espécies de oxigénio reativas nas células
(ATHIE-GARCIA et al., 2018). As informac6es sobre citotoxidade das nanoparticulas de
paladio em microrganismos sao escassas, € 0 mecanismo de interacdo deste
nanomaterial com células vivas ainda ndo s&o claros. A vista disso, € necessario um
estudo minucioso sobre a interagdo de metais toxicos, como o paladio, com o0s
componentes da parede celular fungica, especificamente em bio-sistemas hibridos.

O crescimento dos fungos por meio das hifas esta relacionado com a busca de
nutrientes em um substrato so6lido ou em solucdo. Em condi¢Bes favoraveis, as hifas
fungicas estendem-se em uma Unica direcdo, através do elongamento das suas
extremidades (apices) (RIQUELME, 2013a). Durante o crescimento apical do fungo,
os ions citrato adsorvidos na superficie das nanoparticulas sdo consumidos pelo
microrganismo, de modo a provocar uma desestabilizacdo das nanoparticulas
localizadas proximas as hifas. Estes nanomateriais migram através de movimento
Browniano para a superficie das células do fungo, e se depositam entre 0s espacos
formados pela interconex&@o dos bio-polimeros da parede celular fingica (ROSARIO
et al., 2019).

O mecanismo de deposicdo de nanoparticulas sobre fungos filamentosos é

desconhecido e ainda esta em debate. A proposta que melhor descreve a montagem de
110



nanomateriais em células fangicas foi apresentada por Dutta e colaboradores (2007)
que consiste em um processo denominado de Nutrition-Driven Assembly. Os
pesquisadores sugerem que a deposicao de nanoparticulas na parede celular do fungo
é impulsionada pela nutricdo (SUGUNAN et al., 2007). O crescimento do fungo pelo
elongamento do apice das hifas, o qual é favorecido pela absor¢cdo de nutrientes
presentes no meio de cultura, coincide com a montagem das nanoparticulas na
superficie das células fangicas (FONTES et al., 2021). E de se esperar que os trabalhos
cientificos discutidos anteriormente (item 2.2.2), utilizaram espécies quimicas, como
fragmentos de DNA, D-glicose, ions glutamato e ions citrato, como agentes
estabilizantes para aas nanoparticulas metalicas, j& que tais agentes contém atomos de
carbono, nitrogénio e enxofre em sua estrutura quimica, 0os quais sdo elementos
essenciais para o crescimento para 0 microrganismo.

Um estudo morfolégico dos bio-hibridos fungo/NPs-Au e fungo/NPs-Au@Pd
obtidos foi realizado utilizando-se, inicialmente, a técnica de microscopia 6ptica, com a
finalidade de investigar as caracteristicas microestruturais das referidas amostras.
Ademais, é relevante também analisar o perfil morfoldégico do suporte biologico fungico
utilizado na montagem das nanoparticulas, isto é, do fungo P. macrosporus; ja que tais
caracteristicas influenciam diretamente na morfologia dos bio-hibridos construidos. Na
Figura 44 sédo apresentadas imagens obtidos no MO das amostras de fungo Pm sem e

com NPs-Au@Pd sintetizado com adicédo de 50% (m/m) de ions Pd?*.

Figura 44. Imagens obtidas por microscopio 6ptico do fungo sem NPs (A) e com NPs-Au@Pd
com 50% (massa) de Pd (B) com ampliagdo de 1000X.
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O aglomerado de micélio fungico formado na cultura submersa na auséncia de
nanomateriais foi visualizado no microscopio O6ptico, cuja imagem encontra-se
apresentada na Figura 44A. Nesta imagem é possivel observar as hifas fungicas que
sao longos filamentos que se ramificam e se aglomeram a medida que 0 microrganismo
cresce. E possivel perceber também a presenca de septos regularmente espagados nas
hifas. Esse septo consiste em uma parede transversal que divide as células da hifa em
compartimentos, mantendo as organelas separadas. O septo possui pequenos poros
que permite a passagem de nutrientes e agua de uma unidade celular para outra
(WEBSTER, WEBER, 2007). Nota-se ainda a presenca de organelas no interior das
hifas. Outra caracteristica importante encontrada nesta espécie de fungo € a auséncia
de pigmentacédo das hifas, como pode ser visto na Figura 44A.

Na observacdo da biomassa obtida no cultivo do fungo Pm na presenca de
nanoparticulas bimetélicas de Au@Pd sintetizadas com 50% (m/m) de ions Pd?*,
verificou-se a preservacdo da morfologia tubular das hifas ap6s a deposicdo dos
nanomateriais na superficie das células fungicas (Figura 44B). Verifica-se que as células
microtubulares encontram-se emaranhadas formando uma biomassa fungica compacta.
Outro aspecto nitidamente observavel € a presenca de pigmentacao das hifas do fungo
crescido na suspensédo aquosa das nanoparticulas bimetdlicas (Fig. 44B). Comparando-
se com a imagem do fungo cultivado sem as nanoparticulas, nota-se que o fungo
crescido na presenca de NPs-Au@Pd adquire uma coloracdo amarronzada
caracteristica da solucao coloidal de nanoparticulas de ouro e paladio core-shell com
50% (m/m) de ions Pd?". Diante desta andlise, pode-se inferir que houve uma
assimilacdo das referidas nanoparticulas pelo o fungo filamentoso durante o seu
crescimento. A solucdo coloidal de NPs-Au@Pd de coloracdo amarronzada torna-se
incolor devido ao esgotamento das nanoparticulas dispersas em solucéo, que ficam
embebidas na parede celular do microrganismo.

Li e colaboradores publicaram em um artigo cientifico sobre a funcionalizacdo de
células fungicas com nanoparticulas de ouro. O cultivo do fungo A. niger em uma solucao
coloidal aquosa de nanoparticulas de ouro resultou na formacdo de um material
macroscopico de coloracdo roxo-avermellhado. Segundo os autores, a diminuicdo da
cor do meio contendo as nanoparticulas apos o periodo de tempo necessario para o
crescimento do fungo, deve-se a montagem das nanoparticulas de ouro na parede

celular do microrganismo, de modo que quase todas as particulas sdo assimiladas pelo
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fungo, resultando assim na perda da cor do meio. Uma imagem de microscépia 6ptico
da borda do micélio fungico corado foi mostrado neste artigo, onde € possivel observar
as hifas do fungo A. niger com uma cor purpura- avermelhada, coloracdo esta
caracteristica da supenséo de nanoparticulas de ouro (LI et al., 2003). Tais observacdes
corroboram com os resultados obtidos pela microscopia Optica para o cultivo do fungo P.
macrosporus em suspensao de NPs-Au@Pd.

Com intuito de investigar de forma mais detalhada as caracteristicas de
morfolégicas das amostras de bio-hibridos constituidos por fungos e nanoparticulas,
especificadamente a parede celular do modelo biolégico e a superficie do material
hibrido, foram obtidas micrografias das referidas amostras utilizando-se a técnica de
microscopia eletrénica de varredura. Na Figura 45 séo apresentadas as micrografias do
fungo P. macrosporus e dos bio-hibridos fungo/NPs-Au e fungo/NPs-Au@Pd obtidas
pelo MEV no modo elétrons secundarios e com aumento de 500X e 2.000X.

Ao analisar as imagens de MEV dos materiais hibridos e do fungo, percebe-se que
a estrutura microtubular do suporte bioldgico fangico foi mantida intacta apds o processo
de secagem ao ponto critico de CO:2 das referidas amostras. De fato, o equipamento
microscoépio eletrénico de varredura € operado sob alto vacuo, e para evitar que as hifas
fungicas sejam danificadas durante a observacdo, é necessario realizar a secagem
cuidadosa do material como uma etapa prévia de preparacdo da amostra. Nas
micrografias (A) e (B) apresentadas na Figura 45, mostram o fungo P. macrosporus
crescido em uma cultura submersa contendo ions citrato e moléculas de dextrose, na
auséncia de nanomateriais. Nestas imagens é possivel observar um conjunto de hifas
entrelacadas formando uma densa rede fangica. As hifas do fungo apresentam largura
em torno de 4 a 7 pum e comprimento de centenas de micrometros. Fontes e
colaboradores publicaram um artigo sobre a caracterizacdo do fungo Phialomyces
macrosporus utilizando-se a microscopia eletronica de varredura, onde foi relatado que

a distribuicdo do didmetro das hifas do fungo varia de 2 a 8 um (FONTES et al., 2014).
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Figura 45. Micrografias obtidas pelo MEV do fungo P. macrosporus (A) e (B), dos bio-hibridos
fungo/NPs-Au (C) e (D), e fungo/NPs-Au@Pd (E) e (F), com aumento de 500 X (A, C e E) e 2.000

X (B, D e F).
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Na micrografica obtida pelo MEV do fungo P. macrosporus (Figura 45 A) verifica-
se também estruturas esféricas nas extremidades das hifas, bem como regides
arredondadas localizadas nos segmentos formados pelos septos. Na Figura 46B mostra
a imagem em maior magnificacdo dessa estrutura fangica denominadas de
clamiddsporos, cujo didmetro encontra-se na faixa de 11 a 18 um. Os clamiddsporos séo
estruturas de resisténcia do fungo formadas pelo arredondamento e alargamento do
interior de um segmento intercalar ou terminal da hifa (FORTUNA, 2020). O cultivo
submerso do fungo P. macrosporus foi realizado com adi¢cado de esporos e fragmentos
do micélio fungico pré-adaptado em uma solugéo rica em ions citrato. Os esporos foram
dispersos em uma solug¢do aquosa de concentracdo baixissima de dextrose (fonte de
carbono para crescimento do fungo), cerca de 0,2% (m/v). A formacdo dos
clamiddésporos no fungo P. macrosporus deve-se provavelmente ao mecanismo de
sobrevivéncia do microrganismo em um meio de cultura pobre em nutrientes.

Ademais, na micrografia do fungo P. macrosporus em magnitude de 2000X (Figura
45B), é possivel observar com detalhes a superficie das hifas fungicas, que possui um
aspecto rugoso. Além disso, verifica-se a presenca de pequenos filamentos sobre a
superficie das células. A rugosidade das hifas e os seus filamentos provavelmente deve-
se as macromoléculas que constituem a camada externa da parede celular do
microrganismo, como por exemplo glucanas, glicoproteinas e enzimas, bem como os
metabdlitos secundarios excretados pelo fungo (WEBSTER, WEBER, 2007).

As micrografias obtidas por MEV dos fungos decorados com nanoparticulas de
ouro sao apresentadas nas Figuras 45C e D. Analisando a Figura 45C, observa-se que
a microestrutura formada pelas células fungicas e as nanoparticulas de ouro preserva as
caracteristicas morfologicas do fungo filamentoso apds a deposicdo do nanomaterial,
com estruturas microtubulares uniforme de diametro varidvel e comprimento de centenas
de micrémetros. Ao comparar com a micrografia do fungo P. macrosporus sem as
nanoparticulas (Figura 45A), nota-se que a superficie das hifas decoradas com
nanoparticulas de ouro mostram-se mais lisas. Ja, na Figura 45D mostra uma imagem
em maior magnificacdo de uma hifa isolada do fungo decorado com nanoparticulas de
ouro, onde é possivel observar com detalhes a superficie lisa das hifas devido a presenca
das nanoparticulas de ouro depositadas na parede celular fungica.

Além disso, na Figura 45D verifica-se também a auséncia das estruturas de

resisténcia do microrganismo (clamiddsporos). Para funcionalizagédo de células fungicas
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com nanoparticulas de ouro, esporos do fungo P. macrosporus foram dispersos em uma
suspensao aquosa contendo nanoparticulas de ouro, ions citrato (agente estabilizante)
e moléculas de dextrose (nutriente). Os ions citrato além de ser um agente estabilizante
para as nanoparticulas, podem servir também como fonte de carbono para o crescimento
do fungo. Desta forma, os esporos fungicos germinaram, as hifas cresceram e se
ramificaram em um meio rico em nutrientes. Assim, 0 microrganismo se desenvolveu em
um ambiente com condicfes favoraveis para o seu crescimento, e por esta razao nao é
observado a formacéo dos clamidésporos nas hifas do fungo cultivado no referido meio
de cultura.

As micrografias obtidas pelo MEV dos fungos filamentosos decorados com
nanoparticulas bimetalicas Au@Pd preparadas com 50% (m/m) de ions Pd?* sdo
apresentadas nas Figuras 46E e F. Analisando a Figura 45E, verifica-se que a superficie
das hifas fungicas mostram-se com uma maior rugosidade se comparado com o fungo
decorado com nanoparticulas de Au. Por sua vez, a Figura 45F mostra com maior
detalhamento a Figura 45E, a imagem de uma hifa isolada do fungo P. macrosporus
decorado com as nanoparticulas Au@Pd. E possivel visualizar com mais detalhes o
aspecto rugoso da superficie dos microtubos formados por células fangicas e
nanoparticulas bimetélicas de Au@Pd, referente as nanoparticulas Au@Pd montadas
na parede celular e aos filamentos de bio-polimeros da matriz extracelular fangica.
Ademais, verifica-se a uniformidade da camada formada pelos hanomateriais aderidas a
parede celular do fungo, que se estende por toda a extensdo das hifas micelares.

A presenca de um metal toxico, o metal paladio, no meio de cultura do fungo
filamentoso, provoca um aumento na producdo de metabdlitos secundarios, enzimas e
macromoléculas excretados pela célula fungica, como um sistema de defesa do
microrganismo (FONTES et al., 2021). Supde-se que a matriz extracelular fangica
formada nestas condicbes podem atuar como ancoras para deposicao e fixacdo das
nanoparticulas de Au e de Au@Pd, conferindo, assim, ao material sintetizado
estabilidade e robustez.

Com intuito de comprovar a constituicdo quimica dos bio-hibridos obtidos, uma
microanalise foi realizada nestes materiais atraveés da técnica de EDS (espectroscopia
de energia dispersiva de raios X). Esta técnica permite realizar um mapeamento
elementar de areas microscopicas da superficie da amostra reveladas por MEV. A

microanalise eletrénica por EDS consiste na medida de raios X emitidos pela interagéo
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do feixe de elétrons incidente com os atomos de elementos quimicos presentes na
superficie da amostra. As linhas espectrais de raios X sdo especificas para os atomos
de cada tipo de elemento quimico, ou seja, sdo caracteristicos de cada elemento quimico
presente na amostra. A vista disso, o comprimento de onda ou a energia dos raios X
caracteristicos podem ser empregados para identificar o elemento quimico que esta
emitindo a referida radiacdo (DEDAVID, GOMES, MACHADO, 2007).

Figura 46. Micrografia (A), mapa elementar do ouro (B) e espectro (C) obtidos por MEV-EDS do
bio-hibrido formado pelo fungo Pm/NPs-Au no aumento de 7.500X.
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Para fins de comparacéao, as micrografias das amostras de bio-hibridos fungo/NPs-
Au e fungo/NPs-Au@Pd preparadas com 10% e 50% (m/m) de ions Pd?* foram
efetuadas no modo elétrons secundarios e com a magnificacdo de 7.500X. Na Figura
46A é apresentada a micrografia da extremidade do microtubo celular formado por fungo
e nanoparticulas de ouro. Uma microanalise por dispersao de raios X foi realizada nesta

regido do microtubo celular, e 0 mapa elementar referente ao elemento Au deste bio-
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material € mostrado na Figura 46B. Verifica-se pelo mapa elementar, a presenca do
elemento quimico Au nas células fungicas, e a distribuicdo do referido metal em toda a
area do microtubo celular analisada, o que indica que houve assimilacdo das

nanoparticulas de ouro pelo fungo filamentoso.

Na Figura 46C encontra-se o espectro obtido por EDS da regido do apice da hifa
fungica decorada com NPs-Au. Ao analisar o espectro de EDS, nota-se picos referentes
aos elementos quimicos carbono (C), oxigénio (O) e ouro (Au). Em todos espectros por
disperséo de raios X das amostras de bio-hibrido formado por fungo e nanoparticulas,
apresentadas nas Figuras 46C, 47D e 48D, verifica-se a presenca de um sinal de alta
intensidade, o qual refere-se ao elemento carbono. O intenso sinal do elemento carbono
esta relacionada a fita de carbono usada no suporte da amostra para analise no MEV-
EDS. E observado também, um pico em 2,12 KeV referente aos sinais emitidos pelos
elétrons da camada eletrénica M dos atomos do elemento Au, indicando que o ouro esta
presente em uma quantidade consideravel em relacao ao elemento oxigénio.

Na Figura 47A é apresentada a micrografia obtida por MEV do apice de uma hifa
fungica isolada corada com nanoparticulas bimetalicas de Au@Pd preparadas com 10%
(m/m) de ions Pd?*com aumento de 7.500X. A referida imagem mostra com detalhes a
superficie rugosa do microtubo celular, devido a presenca das nanoparticulas aderidas
na parede celular do microrganismo. Ja, na Figura 47B € apresentado o mapa elementar
referente ao elemento quimico Au. Nota-se pelo mapa elementar (Fig. 47B), a presenca
do elemento Au na superficie das células fangicas, e que 0 mesmo encontra-se
distribuido uniformemente por toda a extenséo da estrutura microtubular do fungo. Deste
modo, pode-se inferir que as nanoparticulas de Au dispersas no meio de cultura foram

montadas na parede celular durante o crescimento do microrganismo.
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Figura 47. Micrografia (A), mapa elementar do ouro (B) e do carbono (C), e espectro (D) obtidos
por MEV-EDS do bio-hibrido formado pelo fungo Pm/NPs-Au@Pd com 10% (m/m) de ions Pd?*
no aumento de 7.500X.
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Ao analisar o mapa elementar do carbono (Figura 47C), verifica-se que onde foi
detectado a presenca do elemento ouro, ndo ha sinais claros do elemento carbono
presente nesta regido. E provavel que os raios-X emitidos pelos atomos de carbono
presentes no material hibrido ndo sejam detectados em maiores intensidades devido a
presenca das nanoparticulas ouro em grande quantidade sobre a superficie das células
fungicas, as quais impedem a referida radiagdo serem capturadas pelo detector de
energia dispersiva. Analisando o espectro apresentado na Figura 47D, nao foi possivel
detectar o sinal do elemento quimico paladio, possivelmente por estar presente em uma
concentracéo relativamente baixa na regido analisada, de maneira que, a sensilidade do

detector de energia dispersiva nao foi suficientemente alta para detectar o sinal do metal.
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Por outro lado, na Figura 48 s&o apresentadas uma micrografia obtida por MEV
do bio-hibrido formado pelo fungo P. macrosporus e nanoparticulas bimetalicas de ouro
e paladio preparadas com 50% (m/m) de ions Pd?*, os mapas elementares do ouro e do
paladio, e o espectro obtidos por EDS. Na micrografia (Figura 48A) € mostrada a
extremidade de uma hifa isolada do material hibrido Pm/NPs-Au@Pd 50% (m/m). E
possivel notar que, a imagem da regido observada (Fig. 48A) se sobrepde ao mapa
elementar do ouro (Fig. 48B); o que indica a presenca do elemento ouro em toda a
superficie da hifa fungica analisada. Ja no mapa elementar do paladio verifica-se que, o
referido elemento quimico se encontra presente em toda a extensdo do microtubo do
bio-hibrido. Portanto, pode-se inferir que houve assimilacdo das nanoparticulas Au@Pd

com elevada concentracdo de metal Pd pelo microrganismo.

Figura 48. Micrografia (A), mapa elementar do ouro (B) e do paladio (C), e espectro (D) obtidos
por MEV-EDS do bio-hibrido formado pelo fungo Pm/NPs-Au@Pd 50% (m/m) no aumento de
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No espectro otbido por EDS, apresentado na Figura 48D, € observado um sinal
mais intenso do elemento Au se comparado com o sinal do elemento Pd. Essa diferenca
na intensidade dos sinais, apesar da propor¢do massica de ouro e de paladio serem
iguais nas nanoparticulas bimatalicas, € resultante da camada de origem dos elétrons
emitidos nos atomos do elemento Au e Pd. O sinal do elemento Pd em 2,838 KeV &
referente aos elétrons da camada L, a qual se encontra mais proxima ao ndcleo do que
a camada M (sinal em 2,123 KeV), camada de origem dos elétrons emitidos pelos atomos
de ouro. Os elétrons da camada L sdo mais fortemente atraidos pelo nucleo se
comparado aos elétrons da camada M, e consequentemente uma maior energia é
necessaria para promover os elétrons da camada L para niveis energéticos mais altos.
Por esta razdo, um menor nimero de elétrons é promovido, e consequentemente uma
menor intensidade do sinal de raios X para o elemento Pd é verificada no espectro em
relacdo ao elemento Au.

Com o escopo de verificar como as nanoparticulas bimetalicas sdo distribuidas
sobre as células fungicas, as amostras do bio-hibrido formado por fungo P. macrosporus
e nanoparticulas bimetélicas foram analisadas por MET. Esta caracterizacdo permite
obter informacfes mais detalhada das caracteristicas morfolégicas do bio-material, do
tamanho, forma e da distribuicdo das nanoparticulas bimetalicas de Au e Pd na parede
celular fungica. Esta andlise pode possibilitar uma maior compreensao sobre o processo
de montagem das nanoparticulas bimetdlicas nas estruturas microtubulares do

microrganismo.

Na Figura 49 sdo apresentadas micrografias de cortes transversais ultrafinos das
hifas fingicas decoradas com NPs-Au@Pd preparadas com 50%(m/m) de ions de Pd?*.
Na preparacao das referidas amostras para andlise no MET ndo foi utilizado o p6s-fixador
tetroxido de 60smio para preservacao das organelas do fungo, por esse motivo ndo &
possivel observar as organelas celulares do microrganismo. De modo que, apenas é
possivel visualizar a distribuicdo dos nanomateriais nas células do fungo filamentoso.
Analisando a imagem da Fig. 49A, verifica-se a formacado de uma camada robusta de
nanoparticlas de Au@Pd com espessura de aproximadamente 260 nm. Além disso, na
micrografia apresentada na Fig. 49B com aumento de 50 000X, é possivel verificar com

mais detalhes a distribuicdo dos nanomateriais na parede celular do fungo. Nesta
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imagem (Fig. 49B) nota-se que as nanopatrticulas foram depositadas exclusivamente na
camada externa da parede celular. As Figuras 49C e D revelam minuciosamente a
organizac&o das nanoparticulas de morfologia esférica com diametro ~ 7 nm. E possivel
perceber, por meio destas imagens, que as nanoparticulas encontram-se separadas

umas das outras e ancoradas na camada mais externa da parede celular fangica

Figura 49. Micrografias obtidas por MET de cortes transversais das hifas do fungo P.
macrosporus apés o cultivo em solucéo coloidal de NPs-Au@Pd com 50% (m/m) de ions Pd?*,
nos aumentos de 15.000X (A), 50.000X (B) e 100.000X (C) e (D).
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Segundo Latgé (2010) a maioria das espécies de fungos filamentosos possui uma
parede celular composta por duas camadas distintas, como discutido anteriomente no
item 2.2.1, a camada interna formada por quitina e a camada externa que é constituida
basicamente por proteinas e B-glucanas. Esses bio-polimeros da camada externa
formam uma extensa rede tridimensional por meio de ligagbes cruzadas de natureza
covalente entre as cadeias dos bio-polimeros. Fontes e colaboradores, sugerem que as
nanoparticulas metélicas migram para o interior dos poros da rede polimérica fungica, e
se fixam por meio de interacfes eletrostaticas entre os grupos funcionais presentes nas
macromoléculas da parede celular e a superficie das nanoparticulas. Os atomos de
oxigénios parcialmente carregados negativamente, 0s quais se encontram presentes nos
grupos hidroxilas (-OH) e ao longo da cadeia polimérica, interagem fortemente com a
superficie eletricamente positiva das nanoparticulas metalicas por meio de forcas
eletrostaticas. Desta forma, as nanoparticulas metalicas séo estabilizadas estericamente
pelos bio-polimeros que constituem a parede celular do fungo, impedindo assim a
desestabilizacédo e agregacao desses nanomateriais (FONTES et al., 2021)

Dutta e colaboradores foram os primeiros a propor uma explicacéo plausivel sobre
a espontaneidade do processo de automontagem das nanoparticulas metalicas na
parede celular de fungos filamentosos. Em um experimento, esporos do fungo A.
nidulans foram dispersos em uma solucéo contendo nanoparticulas de Au estabilizadas
com polimeros sulfurados. Os pesquisadores verificaram que ndo houve a montagem
das referidas nanoparticulas sobre a superficie das células fungicas. Por outro lado,
nanoparticulas de Au estabilizadas com ions glutamato foram assimiladas pelo
microrganismo, formando uma camada metélica na parede celular do fungo. Sugere-se
gue a interacdo dos atomos de enxofre presente no agente estabilizante sulfurado com
a superficie do Au (S-Au) é mais intensa se comparado com a interagao entre 0s grupos
funcionais dos componentes da parede celular fingica e a nanoparticula de Au, o que
explica auséncia de nanoparticulas de Au nas hifas do microrganismo. Esses resultados
mostram que é necessaria uma fraca interagdo entre os agentes estabilizantes e as
nanoparticulas metalicas, como é o caso dos ions glutamato adsorvidos nas NPs-Au
(agente estabilizante por efeito eletrostatico), para favorecer o processo de auto-
montagem das nanoparticulas nos fungos filamentosos (SUGUNAN et al., 2007).

Diante disso, propfe-se que a automontagem das nanoparticulas bimetalicas

Au@Pd estabilizadas por ions citrato ocorre devido a fraca interacdo do citrato com a
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superficie das nanoparticulas metalicas, de modo a favorecer o deslocamento do citrato
pelos componentes da parede celular (proteinas e polissacarideos, como 1,3-B-
glucanas), os quais interagem mais fortemente com as nanoparticulas bimetélicas do
gue o referido agente estabilizante (BREWER et al., 2005; JIA, XU, ZHANG, 2013). Desta
forma, a intensa interacdo das macromoléculas presentes na parede celular fungica com
as nanoparticulas confere uma maior estabilizacdo das mesmas, de modo a contribuir
para diminuicdo da energia livre do sistema, tornando o processo espontaneo (FONTES
et al., 2014).

A Figura 50 apresenta imagens obtidas por MET de cortes transversais do bio-
hibrido formado por micélio fungico e nanoparticulas de ouro. Analisando a Fig. 50A com
aumento de 50.000X, é possivel observar detalhadamente a parede celular do fungo
filamentoso e as nanoparticulas de Au embebidas na matriz polimérica. Nota-se que a

maior concentracdo de NPs-Au se encontra na regidao mais externa da parede celular,

Figura 50. Micrografias obtidas por MET do micélio fingico decorado com nanoparticulas de
ouro, nos aumentos de 50.000X (A) e 100.000X (B). I: Citoplasma; II: Camada interna da parede
celular fangica; lll: Camada externa da parede celular, matriz composta polissacarideos,
glucanas e enzimas.

de modo que poucos agrupamentos de nanomateriais sédo observados na regido mais
interna da mesma. Além disso, na Figura 50B é apresentada uma imagem em maior

magnificacdo da parede celular fungica, onde é possivel observar com nitidez trés
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regides distintas do bio-template: regido I- citoplasma celular, regiao Il- parte interna da
parede celular, rica em quitina e B-glucanas e regido llI- area externa da parede celular,
rica em glicoproteinas e a-glucanas (GEOGHEGAN; STEINBERG; GURR, 2017).

Ao analisar minuciosamente a imagem apresentada na Figura 50B, verifica-se a
presenca de espacos na regiao mais externa da camada extracelular (regiéo Ill), os quais
sao formados por longas cadeias de 1,3-a-glucanas ligadas covalentemente com as
macromoléculas de (glicoproteinas. A presenca de glicoproteinas, como as
manoproteinas (ou mananas) nesta area confere a parede celular fangica uma
importante propriedade de superficie, a adesdo (GOW; LATGE; MUNRO, 2017). E
razoavel supor que a maior parte das nanoparticulas sdo depositadas e aderidas na area
mais externa da regido Il devido a presenca desses poros na matriz polimérica. Sabe-
se que, no interior desses poros encontra-se um maior nimero de moléculas disponiveis
para interagir com as referidas nanoparticulas, estabilizando-as, de modo a favorecer a
formacao de uma camada mais densa de nanoparticulas metélicas nesta regido. Ja, na
regido mais interna da camada extracelular, localizada em uma area mais préxima a
regido Il (Fig. 50B), observa-se uma area mais densa e compacta devido a presenca de
microfibras de quitina, 0os quais sdo responsaveis por conferir uma estrutura rigida a
matriz. A vista disso, supde-se que, apenas nanoparticulas de ouro com diametros
menores (5,54 nm a 6,03 nm) sdo capazes de penetrar nesta regido mais interna da
parede celular, de modo a formar uma area com menor concentracdo de nanomateriais
se comparado com a regido mais externa da parede celular.

Recentemente, os trabalhos de Fontes e colaboradores e Rosario e colaboradores
mostraram que diferentes nanomateriais, como nanoparticulas de paladio e estruturas
metal-organicas de lantanideos (Ln-MOFs), podem ser internalizados e acumulados em
vacuolos durante o crescimento de fungos filamentosos (ROSARIO et al., 2019; FONTES
et al.,, 2021). Por meio da analise de micrografias obtidas pelo MET, Fontes e col.
verificaram a presenca de nanoparticulas de Pd no interior de células fungicas, com
diametro médio de 7.7 nm + 2.9. Os autores sugeriram que, durante o crescimento das
hifas do fungo da espécie Penicillium sp., as nanoparticulas de Pd foram internalizadas
pelos processos fisoldgicos de aquisi¢do, transporte e assimilacéo de nutrientes do meio
ambiente. Além disso, salienta-se que a permeacdo das nanoparticulas através da
membrana plasmatica das referidas células depende do tamanho da particula, cujo valor

deve ser menor do que um tamanho especifico (FONTES et al., 2021).
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Diante disso, verifica-se que, apesar do tamanho das nanoparticulas de Au seja
menor quando comparado com o di@metro médio das nanoparticulas de Pd
internalizadas pelos fungos, as nanoparticulas empregadas neste trabalho de doutorado,
ficaram acumuladas apenas na superficie das células fangicas. Ora, o fungo P.
macrosporus possui hifas pigmentadas, o que indica a presenca de melanina na sua
parede celular. A melanina associada a quitina confere uma maior rigidez a parede
fungica, o que impede a permeacdo das nanoparticulas para o interior das células
(NOSANCHUK, 2015). Por esta razdo, que o processo de internalizacdo de
nanoparticulas metéalicas nos vacuolos intracelulares nao foi observado no fungo P.
macrosporus.

Na Figura 51 sédo apresentadas micrografias de cortes ultrafinos longitudinais das
hifas fingicas decoradas com NPs-Au@Pd preparadas com 50%(m/m) de ions de Pd?*.
Analisando as imagens obtidas por MET nas Figuras 51A e C, verifica-se a formagé&o de
uma camada densa de nanoparticulas metalicas adsorvidas por toda extensdo da
superficie celular. Além disso, observa-se uma maior concentracao de nanoparticulas de
Au@Pd na regido localizada na ponta das hifas do fungo P. macrosporus, como pode
ser observado nitidamente na imagem com aumento 50.000X da Fig. 51A. Com auxilio
do software ImageJ determinou-se a distribuicio de tamanho de particulas das
nanoparticulas bimetalicas localizadas no apice da hifa fungica aprsentadas na Figura
51B. De acordo com o histograma apresentado na Figura 51D, a distribuicdo de tamanho
das referidas nanoparticulas esta entre 1,23 a 1,53 nm, com tamanho médio de 6,30 nm
+ 0,11. Verifica-se que o valor do tamanho médio das nanoparticulas acumuladas no
apice da hifa é relativamente menor do que o diamentro das nanoparticulas Au@Pd 50%
em suspensao obtido pelo método DLS (10,06 nm, vide item 1.4.2).

Ora, sabe-se que os fungos filamentosos crescem por elongacao das células a
partir das extremidades das hifas, por mecanismos complexos de montagem de uma
nova parede celular, os quais ainda ndo sao bem compreendidos (BORGNE et al., 2023).
O crescimento das células microtubulares fungicas é definido pela expansdo e
montagem da parede celular, que ocorrem exclusivamente no apice das hifas. Os
componentes necessarios para construcdo de uma nova parede protetora, como
proteinas, acucares e enzimas, sao produzidos dentro da célula fungica, especificamente

no Gogi, na membrana plasmatica e na prépria parede celular. Estas moléculas séao
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Figura 51. Micrografias obtidas pelo MET de cortes longitudinais das hifas do fungo P.
macrosporus apos cultivo em solucéo coloidal de NPs-Au@Pd com 50%(m/m) de ions Pd?*, com
magnificagcéo de (a) 50.000X (B) 100.000X e (C) 15.000X. Distribuicdo de tamanho de particulas
referente & imagem B (D).
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transportadas pelas vesiculas secretoras para a ponta da hifa em crescimento, e sao
liberadas no meio externo quando as referidas vesiculas se fundem com a membrana
plasmatica, de modo a depositar as moléculas na parede celular em construcédo
(RIQUELME, 2013; GOW; LATGE; MUNRO, 2017). Por exemplo, as glicoproteinas da
matriz polimérica sao sintetizadas na membrana plasmatica e transportadas pelas
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vesiculas secretoras em direcdo a regido apical, onde sédo incorporadas a parede celular
durante a sua montagem (RIQUELME et al., 2018).

O crescimento apical e a morfologia das hifas, na maioria dos fungos filamentosos,
dependem de um conjunto formado de organelas e vesiculas denominado de
Spitzenkdrper (SPZ), que se encontra na regido apical de uma hifa em desenvolvimento,
como é mostrado na Figura 52 (RIQUELME, 2013; RIQUELME et al., 2018). O SPK é
considerado um centro de fornecimento de vesiculas, pois durante o processo de
elongacédo da célula hifal, o SPK se desloca linearmente enquanto libera as vesiculas
secretoras na superficie celular apical, de forma a promover a montagem de uma nova
parede celular. Assim, o SPK direciona o crescimento da hifa fangica ao mover as
vesiculas em direcdo ao apice, fornecendo as espécies quimicas necessarias para a
sintese da parede celular (GOW; LATGE; MUNRO, 2017; RIQUELME et al., 2018;
BORGNE et al., 2023).

Figura 52. llustracdo do apice da hifa fungica com destaque nas vesisulas de Spitzenkorper
envolvidas na sintese da parede celular e no crescimento apical dos fungos filamentosos.
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Fonte: Adaptado de STEINBERG et al., 2017.

Nesta perspectiva, sugere-se gue, ao passo que a parede estd sendo montada
durante a elongacdo das células fungicas, ocorre o processo de deposicdo das

nanoparticulas de Au e de Au@Pd atravées da interacdo com os grupos funcionais (R-
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NHz, R-O-R, R-OH e —COOQO") presentes nas macromoléculas secretadas pelas vesiculas
de SPK. Com base no referido mecanismo de construcdo da parede celular fingica, tem-
se que a regiao da extremidade das hifas, precisamente na ponta das mesmas, consiste
em uma area onde ha uma intensa atividade biossintética e um maior fluxo de moléculas
devido a presenca das vesiculas de SPK. Assim, as extremidades das hifas fungicas
possuem um numero maior de bio-moléculas disponiveis para interagir com as
nanoparticulas metalicas por meio de ligacdes covalentes e/ou forcas intermoleculares,
estabilizando-as, e consequentemente, ocorre a formacao de uma regidao com uma maior
concentragdo de nanoparticulas metalicas, como mostra a micrografia do bio-hibrido
fungo/NPs-Au@Pd 50% (Figura 51A).

Foi realizado também um estudo da concentracdo 6tima de paladio nas NPs-
Au@Pd, para obtencdo dos materiais hibridos constituidos de fungos filamentosos e
NPs-Au@Pd. Neste estudo, foi inoculado o fungo Phialomyces macrosporus em
diferentes suspensfes de NPs-Au@Pd, NPs-Au e dextose. A inoculagao foi feita em
suspensdes de NPs-Au@Pd com concentragéo dos ions Pd?* em 2, 10, 20 e 50 %(m/m).
Apds o tempo de incubacgdo, verificou-se que o processo de automontagem das
nanoparticulas bimetalicas sobre as células fungicas nos sistemas contendo NPs-
Au@Pd preparadas com 20 e 50 %(m/m) de ions Pd?* foi mais lento, ou seja, foi
necessario um periodo de crescimento do fungo maior para observar a presenca de
micélio decorado com as nanoparticulas bimetalicas. Além disso, a massa micelar obtida
nos referidos sistemas foi relativamente menor se comparado com o sistema contendo
NPs-Au. Devido a toxicidade inerente do metal Pd presente nas nanoparticulas
bimetalicas que inibe o desenvolvimento do microrganismo, e, por conseguinte inviabiliza
a automontagem das referidas nanoparticulas. Somente foi observado um bom
crescimento do fungo e a formacdo de micélio decorado nos sistemas contendo NPs-
Au@Pd com adicdo de 2% e 10% (m/m) de ions Pd?* na suspensdo de NPs-Au.

Desta forma, a utilizacdo do fungo filamentoso P. macrosporus como molde
biolégico possibilitou a construgcédo inédita de estruturas microtubulares constituidas de
células vivas fungicas e nanoparticulas bimetalicas de ouro e paladio core-shell, as quais
apresentam potencial aplicagdo como catalisadores heterogéneos em reacbes de
oxidacdo de A&lcoois (MARX, BAIKER, 2009) e hidrogenacdo do p-nitrofenol
(VENKATESAN; SANTHANALAKSHMI, 2012), além da aplicacdo para o
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desenvolvimento de sensores e eletrodos de alta area superficial (FANG et al., 2008; LI
et al., 2012).

2.6 CONSIDERACOES FINAIS

Nesta presente pesquisa de doutorado foi utilizado o fungo filamentoso da espécie
Phialomyces macrosporus como suporte biologico para o desenvolvimento inédito de um
material hibrido constituido de células fungicas e nanoparticulas bimetalicas de ouro e
paladio com estrutura core-shell, através da automontagem das nanoparticulas
metalicas sobre a superficie das hifas micelares. Desta maneira, obteve-se uma
metodologia pela qual foi produzida biossistemas fungo/NPs-Au@Pd, em apenas 8 dias
de cultivo do fungo com adicdo de dextrose como nutriente.

As micrografias obtidas pelo MEV revelaram que a morfologia microtubular das
hifas fungicas foram preservadas ap0s a deposicdo das NPs-Au e NPs-Au@Pd,
resultando em uma estrutura altamento uniforme quanto a cobertura dos referidos
nanomaterias sobre as células fangicas. A composi¢cdo elementar dos bio-hibridos
fungo/NPs-Au e fungo/NPs-Au@Pd com 50% (m/m) de metal Pd obtida pela
microanalise por energia dispersiva de raios X comprovou a presenca de Au e Pd na
superficie dos respectivos materiais.

Embora o metal paladio seja toxico para o microrganismo, foi constatado pelas
imagens de MET, que houve a deposicao das NPs-Au@Pd preparadas com com 50%
(m/m) de ions Pd?*. As andlises de MET mostraram gue as nanoparticulas metdlicas
ficam embebidas na regido mais externa da parede celular fungica, devido a presenca
de um maior nimero de macromoléculas disponiveis para interacdo e fixacdo das
referidas nanoparticulas. Além disso, as imagens de MET de cortes longitudinais dos
bio-hibridos evidenciaram que a regido da ponta das hifas tem uma maior concentragcéo
de nanomateriais, devido & maior atividade bioldgica pela presenca das vesiculas de
SPK que liberam os componentes para a sintese da parede celular, durante o
crescimento apical dos fungos filamentosos.

O estudo do efeito da concentracdo de paladio nas nanoparticulas bimetélicas de

Au@Pd sobre o crescimento do fungo P. macrosporus e a automontagem das referidas
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nanoparticulas constatou que o cultivo do microrganismo em suspenc¢des com elevada
guantidade de metal Pd inibe o crescimento do fungo, e, por conseguinte desfavorece a
montagem das nanoparticulas sobre as células fungicas. Sendo que, a maior massa
micelar decorada com as nanoparticulas bimetalicas foi obtida com sistemas de cultivo
contendo 2% e 10% (em massa de Au) de ions Pd?*.

Diante do exposto, tem-se que, apesar da toxicidade inerente do metal Pd, foi
possivel obter bio-hibridos constituido de células vivas fangicas e NPs-Au@Pd
estabilizadas com ions citrato, através da deposicdo simultanea das nanoparticulas e o
crescimento apical do microrganismo, em um meio rico em nutrientes. Ademais, o fungo
P. macrosporus além de atuar como suporte biolégico, 0 mesmo pode servir como
precursor na sintese verde de nanomateriais de carbono, pois a biomassa proveniente
do microrganismo € rica em moléculas organicas. Desta forma, propfe-se uma
metodologia de sintese de pontos quanticos de carbono utilizando fungos filamentosos
como precursores. No proximo capitulo, sera apresentado o uso do fungo Phialomyces
macrosporus como biomassa para sintese de pontos quéanticos de carbono, como uma

alternativa ao método tradicional.
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CAPITULO 1lI

USO DE FUNGOS FILAMENTOSOS COMO PRECURSOR
PARA SINTESE DE PONTOS QUANTICOS DE CARBONO
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3.1 INTRODUCAO

Uma nova classe de nanomateriais de carbono tem despertado o interesse de
pesquisadores nos ultimos anos, devido a sua incrivel propriedade luminescente e
potenciais aplicagdes. Com tamanho menor que 10 nm, os pontos quanticos de carbono
(PQCs), também conhecidos como carbon dots, foram descobertos acidentalmente por
Xu e colaboradores em 2004, durante o processo de purificacdo de nanotubos de
carbono de folha unica (LIU et al., 2019). Os PQCs surgiram como uma alternativa ao
quantum dots, nanoparticulas inorganicas fluorescentes constituidos por metais
pesados, como o cadmio, cuja toxicidade € bastante relatada academicamente
(MACHADO et al., 2015).

Os PQCs, ao contrario do quantum dots tradicionais, sdo biocompativeis e
biodegradaveis, sollveis em agua e ndo téxicos; o que possibilita o seu uso em
aplicacdes bioldégicas como no desenvolvimento de sondas de bioimagem, biossensores
e transportadores de substancias (WANG et al., 2013; MACHADO et al., 2015; BHATT
etal., 2020; JIANG et al., 2021). Devido as suas propriedades 6pticas, os PQCs possuem
amplas aplicacbes em fotocatalise, dispositivos fotovoltaico e sensores analiticos
(MACHADO et al., 2015; TUERHONG; XU; YIN, 2017; HAN et al., 2018; LIM et al., 2018;
LIU et al., 2019; LI et al., 2020).

A caracteristica mais explorada pelos cientistas é a propriedade de fluorescéncia das
nanoestruturas de carbono, ou seja, a capacidade de emitir luz em diferentes
comprimentos de ondas (WANG; LU, 2022). A origem da fluorescéncia nos pontos
quanticos de carbono ainda ndo é completamente compreendida, porém existem trés
fatores aceitos pela cominudade cientifica, que sao utilizados para explicar o mecasnimo
da fotoluminescéncia dos PQCs, sao estes: o efeito do confinamento quéantico, estado
de superficie e fluorescéncia molecular (LIU et al., 2019).

As propriedades fisico-quimicas dos PQCs sao diretamente influenciadas pela
estrutura quimica, tamanho de particula e presenca de grupos funcionais em sua
superficie, que por sua vez sao afetados pela rota de sintese utilizada em seu preparo
(TUERHONG; XU; YIN, 2017; YAN et al., 2019; OZYURT et al., 2023; YUE et al., 2023).
Os PCQs podem ser sintetizados por meio de diversas metodologias. Frequentemente,
0s métodos de sintese desses materiais séo classificados em duas abordagens: top-dow

e bottom-up (OZYURT et al., 2023). Na abordagem top-down, os PQCs sao sintetizados
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a partir de estruturas macroscopicas ou pré-formadas de carbono como por exemplo,
grafite, 6xido de grafite e nanotubos de carbono. J4 na abordagem bottom-up, os PCQs
sao sintetizados a partir de moléculas organicas ou poliméricas (glicose, acido citrico,
acido ascorbico, proteinas, etc), por meio de reacdes quimicas de carbonizacdo ou
polimerizacdo (RANJAN et al., 2022; OZYURT et al., 2023; YUE et al., 2023).

A abordagem bottom-up é a mais utilizada na producdo de Pontos Quanticos de
Carbono, devido a sua facilidade em ajustar as propriedades do produto final alterando
alguns parametros da metodologia, bem como pela sua simplicidade e baixo custo
(SHARON, M; MEWADA, 2018; SUN, 2020). Nesta abordagem de sintese, diversos
tipos de materiais organicos naturais podem ser empregados para a obtencao de PQCs,
como alimentos, residuos domeésticos, plantas e microrganismos, diferentemente dos
métodos convencionais que utiliza reagentes toxicos (DIAS et al., 2019; KANG et al.,
2020; QIN et al.,2020; MEWADA et al., 2013; HUA et al., 2017).

Recentemente, tem-se utilizado microrganismos como algas, bactérias e fungos,
como precursores verdes para a sintese de PQCs. Dentre as classes de fungos usadas
para a preparacdo dos PQCs estdo as leveduras, os cogumelos e outros fungos
comestiveis (YANG et al., 2017; VENKATESWARLU et al., 2018; Jl et al., 2020; QIN et
al., 2021; TU et al., 2022; XIANG et al., 2022). Xiang e colaboradores (2022) utilizaram
uma espécie de fungo silvestre comestivel, L. hatsudake, como fonte de carbono para
producado de pontos quantico de carbono, utilizando-se o método hidrotérmico sob uma
temperatura de 200 °C e tempo de reacdo de 12 h. Segundo os autores, a biomassa
fungica é rica em proteinas, polissacarideos e aminoacidos, o que torna um precursor
ideal para obtengdo de PQCs com intensa luminescéncia devido a presenca de
heteroatomos (como atomos de nitrogénio e oxigénio) em sua composicdo. A face do
exposto, tem-se que ainda existem poucos trabalhos publicados a respeito do uso de
biomassa fungica como precursor para preparacao de pontos quanticos de carbono.

Com relacdo ao emprego de fungos filamentosos como biomassa para a producéo
PQCs, até o momento, ainda ndo se encontra disponivel na literatura cientifica trabalhos
gue aborde tal tematica. Diante disso, faz-se necessario o desenvolvimento de método
de sintese de pontos quanticos de carbono empregando-se fungos filamentosos como
precursor. Como um dos objetivos desta pesquisa de doutorado tem-se, propor uma
metodologia de sintese de pontos quanticos de carbono produzidos a partir da biomassa

obtida por fungos filamentosos da espécie Phyalomices macrosporus, com o intuito de
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obter nanoparticulas a base de carbono com elevado efeito fotoluminescente para
aplicacdo em procedimentos de bio-imagem e desenvolvimento de sensores para

analise e deteccao de espécies quimicas.

3.2REVISAO DA LITERATURA

3.2.1 PONTOS QUANTICOS DE CARBONO: SINTESE, BIOMASSA
FUNGICA E PROPRIEDADES OPTICAS

Basicamente, os materiais a base de carbono de formato semi-esférico, com ao
menos uma dimensao abaixo de 10 nm e com propriedades fluorescentes, sao
denominados de pontos quanticos de carbono (PQCs) ou simplesmente pontos de
carbono, do inglés carbon dots (SHARON, M; MEWADA, 2018; OZYURT et al., 2023).
Os PQCs sédo formados por um nucleo constituido por atomos de carbono com
hibridizacéo sp? e sp®, formando assim um extenso sistema com conjugacéo elétrons Tr.
Além disso, o nucleo dos PQCs possui alto grau de cristalinidade devido a presenca das
multiplas folhas de grafeno, as quais se encontram sobrepostas uma sobre as outras
(TUERHONG; XU; YIN, 2017). Na superficie do nucleo grafitico encontram-se moléculas
organicas e diferentes grupos funcionais como carbonilas, hidroxilas, carboxilas e
amidas, os quais se ligam diretamente a superficie do nucleo, como é mostrado na Figura
53. Logo, os PQCs apresentam uma estrutura do tipo core-shell, onde core € o nucleo
de carbono e o shell consiste no involucro formado pelos grupos quimicos superficiais
(SHARON, M; MEWADA, 2018; LIU et al., 2019).

No ano 2004, Xu e colaboradores relataram a descoberta de nanomateriais
fluorescentes formados pelo processo de purificacdo de nanotubos de carbono de folha
Gnica utilizando a técnica de eletroforese em gel (XU et al., 2004). Os pesquisadores
verificaram que estes nanomateriais de carbono apresentavam propriedades
luminescentes semelhantes aos quantum dots inorganicos. Diferentemente, destes
quantum dots, os quais sdo produzidos a partir de metais pesados toxicos como 0
elemento cadmio, o0s pontos quanticos de carbono apresentam baixa toxicicidade e sdo

sollveis em agua a depender dos grupamentos quimicos presentes na superficie do
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ndcleo; além disso, sdo biodegradaveis e biocompativeis, o que possibilita a aplicacédo
destes nanomateriais em sistemas biologicos (HIMAJA; KARTHIK; SINGH, 2015;
SHARON; MEWADA, 2018).

Figura 53. Esquema ilustrativo da estrutura dos pontos quéanticos de carbono.
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Fonte: Adaptado de Park et al., 2016.

Os pontos quanticos de carbono possuem outras vantagens em relacdo aos
guantum dots incluindo a facilidade no preparo e o baixo custo de producéo devido a
grande variedade de materiais a base de carbono que podem ser utilizados para
obtencéo desses nanomateriais, além de empregar uma metodologia de sintese menos
agressiva ao meio ambiente, por ndo exigir o uso de reagentes téxicos (RANJAN et al.,
2022; OZYURT et al., 2023). Dentre as caracteristicas dos pontos quanticos de carbono
gue chama mais atencdo dos pesquisadores, esta a intensa emisséo de fluorescéncia,
uma propriedade 6ptica inerente aos PQCs. A fluorescéncia consiste na emissao de luz
na faixa do visivel (400 a 700 nm) do espectro eletromagnético em consequéncia de
transicoes eletronicas (VAZ et al., 2015).

Para que ocorra o fenbmeno de fluorescéncia, inicialmente, as moléculas
luminescentes sdo excitadas pelo processo de absor¢cdo de um féton de uma radiagéo
eletromagnética incidente. Por conseguinte, ha uma transicdo de elétrons do estado
fundamental para o estado excitado. Essas transigcbes ocorrem somente mediante a

absorcdo de uma quantidade discreta de energia, a qual deve ser suficiente para
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promover os elétrons do orbital molecular preenchido de mais alta energia (HOMO) para
o orbital molecular vazio de mais baixa energia (LUMO) de uma molécula (SKOOG,
WEST, HOLLER, 2002; VAZ et al., 2015).

Na Figura 54 encontra-se representado um diagrama de energia mostrando o
mecanismo de absorcdo e de fluorescéncia em um sistema luminescente. As linhas
grossas horizontais So representa o estado fundamental, sendo que as linhas S1 e S2
representam os estados energeticamente excitados. As linhas finas horizontais acima
dos estados representam os niveis vibracionais. A absorcao de radiacdo em uma faixa
de comprimento de onda, implica na promocéao dos elétrons do estado fundamental para
qualguer um dos varios niveis de energia vibracional do estado excitado, este processo
€ indicado pelas setas verticais a esquerda da Fig. 54. Todavia, a molécula permance no
estado excitado em um periodo de tempo muito pequeno, com duragédo na ordem de 10°
18 segundos, e volta para o estado fundamental novamente por meio de processos de
desativagdo (SKOOG, WEST, HOLLER, 2002; VAZ et al., 2015).

Figura 54. Diagrama de energia simplificado mostrando o mecanismo de absorcdo e de
fluorescéncia de um sistema fotoluminescente.
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O processo de desativacdo ocorre quando os elétrons nos diferentes niveis
vibracionais do estado excitado retornam para 0s niveis vibracionais de mais baixa
energia do estado fundamental. Este processo envolve o decaimento de elétrons de
diferentes niveis de energia vibracionais do estado excitado para os niveis vibracionais
subsequentes até atingir o nivel de mais baixa energia do estado excitado. Estas
transicdes eletrbnicas entre os niveis vibracionais do mesmo estado eletrénico consistem
em um processo denominado de relaxacao vibracional (indicado pelas setas alaranjadas
da Fig. 54). Este processo de relaxacdo ndo promove emissdo de luz, porém ocorre
perdas de energia através de outros mecanismos, como por exemplo a perda de energia
por colisBes entre as moléculas (SKOOG, WEST, HOLLER, 2002; VAZ et al., 2015).

A continuidade do processo de decaimento ocorre pelo processo de fluorescéncia,
gue envolvem transi¢cdes eletrbnicas a partir do nivel vibracional de energia mais baixa
de um estado excitado para qualquer um dos niveis vibracionais do estado fundamental,
a partir do qual ocorre o decaimento eletrbnico para os niveis vibracionais subsequentes
até atingir o nivel de mais baixa energia do estado fundamental, como esta indicado
pelas setas verticais a direita da Fig. 54. Durante o processo de fluorescéncia ocorre a
emissao de luz, com comprimento de onda maior, ou seja, com energia menor do que a
radiacdo usada no processo de excitacdo, devido ao gasto energético envolvidos nos
processos de relaxacdo (SKOOG, WEST, HOLLER, 2002; VAZ et al., 2015). A origem
da fotoluminescéncia dos pontos quanticos de carbono ainda se encontra em debate e
0 seu mecanismo ndo é completamente compreendido pelos pesquisadores. Todavia,
hé trés modelos aceitos pela comunidade cientifica, os quais explicam de modo plausivel
0 mecanismo da luminescéncia dos PQCs, sao eles: efeito de confinamento quantico, o
estado de superficie e a fluorescéncia molecular (LIU et al., 2019).

Em um material macroscopico, os elétrons movem-se livremente nas trés
dimensdes do espaco (3D) devido a sua estrutura de bandas continua, como mostra o
diagrama esquematico representada na Figura 55. Nesta configuracao, a transferéncia
de elétrons excitados no material continuo ocorre através de varios niveis energéticos,
favorecendo assim a liberacao de energia em forma de calor (ZHU et al., 2015; SHARON;
MEWADA, 2018). Mas quando o mesmo material € reduzido fisicamente nas trés
dimensodes do espago (0D), a nuvem eletronica ndo pode mover-se livremente devido ao
confinamento espacial e, consequentemente, a sua distribuicdo eletrénica € modificada,

de modo que os estados eletrbnicos se tornam poucos e amplamente separados entre
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si (niveis de energia discretos), se assemelhando a estrutura eletrénica de uma pequena
molécula (SHARON; MEWADA, 2018).

Figura 55. Representacdo esquematica que mostra como transicdo a partir de um material
continuo qualquer para nanoescala muda os niveis de energia e o band gab (Eng) em fungéo do
tamanho.
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Fonte: Adaptado de Marta, 2017.

Como é mostrado no esquema representado pela Figura 55, a medida que diminui
o tamanho do ponto quéantico de carbono, o confinamento quéantico torna-se maior, e
consequentemente mais energia € necessaria para promover elétrons para os niveis de
mais alta energia através da barreira energética (Eng). Esse intervalo energético (band
gap) consiste na diferenca entre o nivel preenchida de mais alta energia (HOMO) para o
nivel vazio de mais baixa energia (LUMO). Isso significa que, quanto menor o ponto
guantico de carbono, maior o band gap e maior a energia emitida na forma de luz durante
o processo de fluorescéncia. Portanto, pode-se dizer que, PQCs maiores emitem luz no
comprimento de onda maiores (regido do vermelho de baixa energia) e PQCs menores
emitem luz no comprimento de onda menores (regido do azul de alta energia)
(WAREING; GENTILE; PHAN, 2021).

Geralmente, nanomateriais de carbono com nucleo grafitico, com um amplo

sistema de conjugacédo de elétrons 1 e com poucas espécies ligadas na sua superficie,
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apresentam propriedade de fotoluminescéncia dependente do tamanho da particula,
devido ao efeito de confinamento quantico (OZYURT et al., 2023). Ou seja, a medida
gue o tamanho dos PQCs diminui, maior € o confinamento dos elétrons 1T conjugados,
resultando no aumento do intervalo entre as bandas eletronicas (band gap), e
consequentemente, uma energia maior € necessaria para promover as transicées
eletrbnicas TT—T* nos anéis arométicos; resultando, assim, no desvio da banda de
emissao para a regido do azul (menores comprimentos de onda) da faixa do visivel do
espectro eletromagnético (ZHU et al., 2015; LIU et al., 2019). Este comportamento 6ptico
indica que a emisséo de fluorescéncia do PQCs é proveniente do seu nacleo formado
por atomos de carbono com hibridizacéo sp?, que por sua vez forma um amplo dominio
de elétrons 11 conjugados (PARK et al., 2016; YAN et al., 2019). O sistema 1r-conjugado
consiste em um conjunto de orbitais T conectados com elétrons deslocalizados (LIMA,
2023). No entanto, este mecanismo ndo é aplicavel para todos os pontos quanticos de
carbono estudados; por esta razdo, outros mecanismos estédo sendo investigados (YUE
et al., 2023).

O mecanismo de fluorescéncia mais comum e mais aceito para 0s hanomateriais
a base de carbono consiste na emissao induzida por estados de superficie. Os estados
de superficies estéo relacionados com a presenca de grupos quimicos na superficie do
nacleo de carbono (LIU et al., 2019; YUE et al., 2023). Dependendo do método de sintese
utilizado no preparo dos PQCs, grupos funcionais contendo atomos de oxigénio (C=0,
C-0O-C, O=C-OH, C-OH) podem ser incorporados a superficie do nucleo. Tais grupos
funcionais possuem varios niveis de energia que atuam como armadilhas de energia, a
depender da sua capacidade de doar ou retirar elétrons (PARK et al., 2016; OZYURT et
al., 2023). Por exemplo, o grupo carbonila (C=0) apresenta uma ligacao polarizada, onde
o atomo de carbono encontra-se carregado positivamente devido a alta
eletronegatividade do a&tomo de oxigénio. Este &tomo de carbono com a carga positiva
atrai os elétrons-1r do nucleo, de modo a retirar os referidos elétrons por efeito de inducao
(VOLLHARDT, SCHORE, 2013). Por causa desta habilidade de retirar elétrons, o grupo
carbonila é considerado um defeito de superficie, jA& que o mesmo contribui para a
diminuicao da intensidade de fluorescéncia (BARMAN; PATRA, 2018).

Os estados de superficie sao originados pela hibridizacdo da estrutura eletronica
dos carbonos do nacleo com os atomos dos grupos funcionais ligados na superficie do

mesmo, como mostra o diagrama de energia simplificado de um ponto quantico de
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carbono hipotético apresentado na Figura 57 (ZHU et al., 2015). O processo de
fluorescéncia pelo mecanismo de estados de superficie ocorre pelo processo de
relaxacdo radioativa dos elétrons dos niveis de energia localizados entre as bandas
eletrbnicas (indicadas pelas linhas horizontais pretas na Fig. 56) para o estado
fundamental (ZHU et al., 2015; YAN et al., 2019).

No processo de excitacdo, apds absorver uma energia em um comprimento de
onda especifico, os elétrons, cuja energia satifaz o band gap, séo transferidos para os
diferentes niveis de energia dos defeitos de superficies. Ou seja, esses elétrons sdo
transferidos do nivel de mais alta energia (estados 1 do nucleo) para os niveis de mais
baixa energia (estados n dos grupos funcionais) (YAN et al., 2019). Ao retornar para o
estado fundamental, os referidos elétrons emitem luz visivel de diferentes comprimentos
de onda, indicadas pelas setas sinuosas da Fig.56, resultando desta forma em uma
luminescéncia multicolorida. A fluorescéncia induzida pelos estados de superficie é
caracterizada pela emissao dependente do comprimento de onda de excitacdo (ZHU et
al., 2015; PARK et al., 2016; YAN et al., 2019).

Figura 56. Mecanismo de fluorescéncia dependente da excitacdo devido aos estados de
superficies originados pela hibridizagéo dos niveis de energia dos grupos funcionais com os
niveis dos atomos de carbono do nucleo dos pontos quanticos de carbono.
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Fonte: Adaptado de Jelinek, 2017.

Ding e colaboradores (2016) relataram a obtencao de uma mistura de PQCs pela

reacao hidrotérmica dos precursores uréia e p-fenilenodiamina. Os PQCs obtidos foram
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separados via coluna cromatogréfica de silica, pois tinham polaridades diferentes (Figura
57A). Nesta purificagéo, oito amostras foram coletadas, e apresentaram um gradiente de
cores do azul para o vermelho, sob a luz UV (365 nm), como é mostrado na Figura 57B.
Os autores verificaram um desvio da fluorescéncia para o vermelho, com o0 aumento do
grau de oxidacdo na superficie do nucleo de carbono dos PQCs, como mostra os
espectros de emissdao das amostras representados na Figura 57C. Diante deste
resultado, constatou-se que esse comportamento 6ptico das amostras de PQCs nao é
devido aos efeitos de tamanho da particula (efeito de confinamento quéantico), pois as
amostras exibiram tamanhos semelhantes. Logo, inferiram que a fluorescéncia era
atribuida a superficie dos nucleos de carbono, e que os estados de superficie seriam o

fator dominante para a origem da fluorescéncia dessas amostras de PQCs.

Figura 57. Esquema ilustrativo de obtencdo de uma mistura de PQCs com emissédo de
fluorescéncia distintos, via sintese hidrotérmica (A), Oito amostras de PQCs coletadas durante
a purificagdo em coluna cromatografica de silica, sob radiagdo UV (365 nm) (B), e espectros
de emisséao de fluorescéncia das oito amostras (C).
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Fonte: Adaptado de Ding et al., 2016.
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Neste mesmo trabalho, os pesquisadores Ding e colaboradores propuseram um
mecanismo para fotoluminescéncia, exemplificado pelo esquema mostrado na Figura
58. Segundo, os autores o band gap é reduzido & medida que cresce o numero de
atomos de oxigénio na superficie do nucleo de carbono, devido a presenca de grupos
funcionais contendo oxigénio como C=0 e COOH. Com o aumento do grau de oxidacéo
superficial, niveis eletrénicos sado acrescentados entre o HOMO (orbital molecular de
maior energia ocupado) e o LUMO (orbital molecular de menor energia desocupado),
diminuindo assim o band gap; resultando, desta forma, um desvio do comprimento de
onda de fluorescéncia para o vermelho de baixa energia no espectro de emisséo, como
mostrado na Figura 58C (DING et al., 2016).

Figura 58. Esquema ilustrativo mostrando o mecanismo de fluorescéncia dos pontos
guanticos de carbono baseado no grau de oxidagao superficial.
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Como discutido anteriormente, os defeitos de superficie sdo gerados em sua
maior parte pela oxidacdo da superficie do nucleo de carbono (regido amorfa da Fig.
58). Richard e colaboradores, verificaram que a intensidade de fluorescéncia dos pontos
guanticos de carbono reduzidos quimicamente € mais alta se comparado com o0s
oxidados. Segundo os autores, 0s grupos funcionais oxigenados presentes na superficie
do ndcleo de carbono podem atuar como supressores fluorescentes, devido a
capacidade de retencdo dos elétrons excitados nos seus varios niveis de energia. Logo,

a reducdo quimica é uma alternativa para a remogéo parcialmente ou totalmente dos
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atomos de oxigénio superficiais de modo aprimorar a fotoluminescéncia desses PQCs
(DAS et al., 2014).

A fluorescéncia molecular também contribui para a emissédo dos PQCs. Nesse
tipo de fluorescéncia estdo incluidas moléculas organicas fluorescentes formadas pela
carbonizacdo de moléculas pequenas durante a sintese dos pontos quéanticos de
carbono. Essas moléculas fluorescentes emitem luz diretamente, e podem estéo ligadas
a superficie do nucleo e/ou no interior do mesmo (LIU et al., 2019). Na Figura 59 é
mostrado os diagramas de energia simplificados dos principais mecanismos de

fotoluminescéncia nos pontos quéanticos de carbono discutidos acima.

Figura 59. Os principais mecanismos de fotoluminescéncia dos pontos quanticos de carbono:
A) Fotoluminescéncia induzida pelo nucleo grafitico, B) Estados de superficie e C)
Fluorescéncia molecular.
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Fonte: BARMAN; PATRA, 2018.

Com base no que foi discutido anteriormente, nota-se que as propriedades Opticas
dos pontos quanticos de carbono sdo estritamente dependentes da composicdo
guimica da superficie do seu nucleo, do tamanho das particulas, dos precursores e da
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rota de sintese empregada (OZYURT et al., 2023). Por isso, € de extrema importancia
a investigacdo de metodologias adequadas de sintese e a melhor matéria-prima a ser
empregada para obtencédo de PQCs com boa fotoluminescéncia a fim de ampliar a sua
aplicacdo nas areas de bio-imagem e sensores quimicos, por exemplo. Os PQCs
podem ser sintetizados utilizando-se diferentes métodos, os quais sao classificados
pelas abordagens top-dow e bottom-up (Figura 60), semelhantes a sintese das

nanoparticulas metalicas (OZYURT et al., 2023).

Figura 60. Principais abordagens para producgdo de pontos quéanticos de carbono: Top-down
envolve quebra ou esfolicdo de materiais de carbono para produzir pontos quéanticos de carbono
(PQCs) e de grafeno (PQGS), e bottom-up producédo de pontos quaticos de carbono, de grafeno
e poliméricos (PQPs) a partir de moléculas orgéanicas ou polimeros.
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Fonte: ZHU et al., 2015.

Carbonizagio

Na abordagem top-down, os pontos quanticos de carbono séo sintetizados a partir
de grandes estruturas de carbono, como por exemplo, grafite, nanotubos de carbono e

145



oxido de grafite. Os métodos de sintese podem ser quimicos ou fisicos, tais como,
ablacdo a laser, sintese eletroquimica, descarga de arco voltaico e tratamento com
plasma (SHARON, M; MEWADA, 2018; OZYURT et al., 2023; YUE et al., 2023). Ja na
abordagem bottom-up, os PQCs sdo sintetizados a partir de moléculas organicas ou
poliméricas (glicose, acido citrico, acido ascorbico, proteinas, etc), por meio de reacdes
quimicas de carbonizacdo ou polimerizacédo (ZHU et al., 2015). Os métodos de sintese
utiizados nesta abordagem s&o: tratamento hidrotérmico ou solvotérmico,
sonoquimica, irradiagdo de microondas, entre outros (MACHADO et al., 2015; RANJAN
et al., 2022; OZYURT et al., 2023).

Entre os métodos da abordagem bottom-up mais comumente utilizados nos
trabalhos cientificos sobre sintese de pontos quéanticos de carbono é o tratamento
hidrotérmico, devido a sua simplicidade e baixo custo (OZYURT et al., 2023). Nessa
metodologia, € adicionado agua e o precursor de carbono em um reator de Teflon®
revestido com uma camada espessa de aco inox. Apds o sistema ser lacrado, ele é
aguecido entre 100 a 200°C, nestas condi¢des vapores sdo gerados ocasionando uma
elevacdo da presséo interna de até 33 bar (MELVIN NG; LIM; LEO, 2021). O tempo de
duracdo da sintese € decidida pela mudanca de coloracdo da solucao reacional,
geralmente utiliza-se um tempo de reacao de 4h a 12h, ou até a suspensao de PQCs
apresentar uma coloracdo amarelada, alaranjada ou amarronzada (LIU et al., 2019;
MELVIN NG; LIM; LEO, 2021; OZYURT et al., 2023). Geralmente, € necessario realizar
um estudo para otimizac&o da temperatura e tempo de reacédo a fim de obter de PQCs
com intensa emisséao de fluorescéncia (OZYURT et al., 2023).

O mecanismo de formacdo dos pontos quéanticos de carbono ainda nao foi
elucidado, devido a complexidade da reacao, porém considera-se que o processo geral
€ composto por trés estagios principais: polimerizacdo, nucleacdo e passivacao
(RANJAN et al., 2022; OZYURT et al., 2023). Na primeira etapa ocorre 0 processo de
polimerizacdo do precursor de carbono, formado pequenos fragmentos poliméricos
contendo carbono, os quais sdo carbonizados na etapa seguinte, levando a formacgao
de nucleos cristalinos, que crescem gradualmente (Figura 61). Por altimo, os grupos
funcionais residuais provenientes do precursor migram para a superficie do nacleo
formando uma camada amorfa, que pode conferir ao PQCs propriedades opticas
exclusivas e boa solubilidade em agua (RANJAN et al.,, 2022). Apos a sintese, é

necessario realizar a purificagcdo dos PQCs obtidos a fim de descartar as particulas
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grandes e aglomeradas. Geralmente, é feita uma centrifugacdo, seguida de uma
filtracdo por membrana ou didlise para remoc¢dao das impurezas (MELVIN NG; LIM; LEO,
2021).

Figura 61. Representacdo esquematica do mecanismo de formacdo de pontos quéanticos de
carbono pelo processo hidrotérmico.
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Na sintese hidrotérmica de pontos quanticos de carbono, a reacdo crucial é a
reacdo de carbonizacdo. Segundo Suwelack (2016), a &gua atua como um solvente e
também como um reagente no processo de carbonizacdo, e por esta razdo a
temperatura de sintese deve ser mantida na curva de pressédo de vapor (estado de
equilibrio liquido-vapor) para garantir que a agua permaneca no estado liquido durante
todo o processo. Na Figura 62 é mostrada a curva de presséo de vapor da agua, onde
€ possivel observar que existe uma faixa de temperatura e pressao especifica na curva
de pressao de vapor da agua, a qual corresponde a condigdo ideal de sintese de PQCs
por carbonizacéo hidrotérmica. De acordo com o grafico da Fig. 62, esta condi¢céo ideal
consiste na temperatura de 200°C a 300°C e pressao de 2 a 4 Mpa (SUWELACK, 2016).
Mas, como a presséo nao € monitorada durante o processo, a pressao autogerada deve
ser controlada através da temperatura da reacdo que corresponde a pressao de vapor
saturada da agua (DUTTA, 2015). Nestas condi¢gfes, a agua torna-se mais reativa,

devido ao elevado produto ibnico, ou seja, elevada concentracdo das espécies ibnicas
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H* e OH no meio reacional provenientes da auto-ionizacdo da agua. Estas espécies
participam das reacdes de hidrolise, atuando na desprotonacéo e ataque nucleofilico de
carbonilas, por exemplo (HASAN et al., 2021).

Figura 62. Curva de pressdo de vapor da agua e condi¢cdes de reacBes de diferentes
conversoes hidrotérmicas.
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Mohammed e colaboradores (2023) propuseram um mecanismo de formacao de
pontos quanticos de carbono usando o método hidrotérmico. Para melhor compreenséo
da rota de sintese foi utilizado uma substancia pura 4-aminoantipirina como precursor.
Neste mecanismo destaca-se a funcao da molécula da 4gua como solvente e reagente
da reacédo hidrotérmica. Na Figura 63 encontra-se o esquema do referido mecanismo
de formacéo dos PQCs a partir da molécula 4-aminoantipirina. Segundo os autores, na
etapa inicial, o grupo carbonila da 4-aminoantipirina é atacado pelo par de elétrons
isolados dos atomos de oxigénio na molécula de agua, atuando assim como um
nucledfilo. Em seguida, ocorre a transferéncia de um atomo de hidrogénio neutralizando
a carga negativa do atomo do oxigénio da carbonila, formando por sua vez o
intermediéario diol geminal (composto A). Na préxima etapa, devido a instabilidade do
diol geminal, o anel pirazol se abre, seguido de uma transferéncia de prétons para

produzir uma enamina com acido carboxilico (composto B). Por sua vez, o0 composto B
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sofre tautomerismo ceto—enol para formar imina com acido carboxilico (composto C).
Por fim, devido a presenca do anel aromético do benzeno na estrutura dos compostos
A, B e C, a estrutura do nucleo de carbono pode ser formada por meio da sobreposicéo
dos orbitais 1T e interagbes de ligacdo de hidrogénio seguindo de uma sequéncia de

reacoes de polimerizacéo e carbonizacdo (Mohammed et al., 2023).

Figura 63. Esquema do mecanismo de formacéao de pontos quéanticos de carbono a partir da
molécula 4-aminoantipirina proposto por Mohammed e colaboradores.
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No processo hidrotérmico, qualquer tipo de fonte de carbono pode ser empregado
para producdo dos pontos quanticos de carbono (MENG et al., 2019; WAREING;
GENTILE; PHAN, 2021). Recentemente, materiais naturais vém sendo usados como
uma alternativa para obtencdo de precursores para sintese dos PQCs, tornando a
sintese deste nanomateriais sustentavel e ecologicamente correta (KANG et al., 2020;
QIN et al.,2020). Diversos tipos de biomassa podem ser empregados para a sintese de
PQCs tais como, alimentos, residuos domésticos, plantas e microrganismos. Essas
alternativas se destacam pelas vantagens que apresentam em sua producdo, se

comparadas ao meétodo convencional, que utiliza materiais organicos geralmente
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toxicos, como € o caso dos hidrocarbonetos aromaticos. (DIAS et al., 2019; KANG et
al., 2020; QIN et al.,2020; MEWADA et al., 2013; HUA et al., 2017).

Em suas vantagens, vé-se que a biomassa € mais segura, de baixo custo e de
ampla disponibilidade, sendo esta renovavel e sustentavel. A presenca de
heteroatomos (N, O, P, S, etc) em sua composi¢éo faz da biomassa uma excelente
opcdo no que diz respeito a matéria-prima para producdo de PQCs, ao passo que 0s
estes nanomaterias produzidos a partir de fontes de carbono sintético necessitam de
uma etapa especifica de adicdo de heteroatomos para tornar as nanoestruturas de
carbono fluorescentes (MENG et al., 2019; LIU et al., 2019). Tal presenca implica em
economia de energia, reducdo do tempo de sintese e diminuicdo da geracdo de
residuos, caracteristicas estas que se encontram em conformidade com os principios
da Quimica Verde. Como consequéncia, a producdo de PQCs a partir de biomassa
possibilita a convers@o de um residuo de baixo valor em materiais valiosos e Uteis ( LIU
et al., 2019).

Recentemente, tem-se utilizado microrganismos como fonte de carbono para o
preparo de pontos quanticos de carbono devido a facilidade de obtencdo da biomassa
e a sua abundancia (THANGARAJ et al., 2021). Os microrganismos incluindo bactérias,
algas e fungos sédo considerados uma biomassa apropriada, ja que 0S mesmos sao
constituidos basicamente por agua, proteinas, lipideos e polissacarideos em menores
guantidades. Essa composicdo rica em carbono e heterodtomos contribui para a
formacdo de PQCs com excelentes propriedades luminescentes (CHAHAL et al.,
2021;DING; KARA; YAVUZ, 2022). No que diz respeito aos fungos, ha poucos trabalhos
publicados que utiliza este microrganismo como biomassa para producéo de PQCs.
Dentre as classes de fungos mais empregadas na sintese de PQCs encontradas na
literatura estdo as leveduras (quatro artigos cientificos) e os cogumelos (dez artigos)
(YANG et al., 2017; Jl et al., 2020; QIN et al., 2021).

Porém, o uso de fungos filamentosos como fonte de carbono para sintese de
pontos quantcos ainda nao foi constatado na literatura até entdo. Diante disso, a
presente pesquisa de doutorado propde um método de sintese de PQCs a partir da
biomassa obtida por fungos filamentosos da espécie Phyalomices macrosporus, a fim
de ampliar o uso de biomassa fungica para o preparo de PQCs com possivel potencial

de aplicacdo em diversos campos da ciéncia e tecnologia.
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3.30BJETIVOS

3.3.1 OBJETIVO GERAL

Propor uma rota para sintese de pontos quéanticos de carbono utilizando fungos
filamentosos como precursores, e realizar uma caracterizacdo fisico-quimica

preliminar dos produtos de sintese.

3.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar a biomassa para a producdo de pontos quanticos de carbono
utilizando fungos filamentosos;

e Sintetizar pontos quanticos de carbono a partir da biomassa fangica,

e Caracterizar os pontos quanticos de carbono obtidos pela carbonizacdo

hidrotérmica da biomassa fangica.
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3.4 PARTE EXPERIMENTAL

3.4.1 SINTESE DE PONTOS QUANTICOS DE CARBONO A PARTIR DA
BIOMASSA FUNGICA

3.4.1.1 REAGENTES

Para as etapas de cultivo e reativacdo do fungo, obtencéo da biomassa fangica e
sintese dos pontos quanticos de carbono foram utilizadas agua purificada (13 uS/cm)
pelo o sistema Milli-Q (Millipore Ultra-Pure Water System), dextrose (Synth, = 99,99%),
agar em po bacterioldgico puro (Vetec, =2 99,99%) e batatas inglesas adquiridas em um

supermercado local.

3.4.1.2 PROCEDIMENTO

A metodologia proposta para a sintese de pontos quanticos de carbono consistiu
em trés etapas: 1) Preparacdo da biomassa fungica, 2) Processo de sintese
hidrotérmico e 3) Separacdo da mistura reacional obtida. A primeira etapa da sintese
consistiu na obtencdo da biomassa fangico por meio do processo de fermentacdo
submersa com o micélio do fungo P. macrosporus. Este processo consiste na
transformacao quimica do substrato (amido presente no caldo de batata e dextrose)
pela acdo do microrganismo (ISAZA-PEREZ et al., 2020).

Inicialmente, foi realizado a reativacdo do fungo filamentoso da espécie
Phialomyces macrosporus. Este microrganismo foi escolhido como fonte de carbono
para a producdo de pontos quéanticos de carbono no presente trabalho de pesquisa,
devido aos seguintes aspectos: fonte de carbono de facil obtencéo, baixo custo e ampla
disponibilidade. O cultivo do fungo foi feito por meio da inoculacdo de um pequeno
fragmento do micélio mantido em um frasco de Castellani em uma placa de Petri com
20 mL de meio de cultura (30% caldo de batata, 2% dextrose e 1,5% agar) durante 7
dias a temperatura de 28°C. ApoOs a reativagdo do microrganismo, um pequeno

fragmento do micélio em torno de 0,5 cm foi retirado da placa de Petri e transferido para
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4 frascos de Erlenmeyer contendo 250 mL do meio nutritivo (30% caldo de batata e 2%
dextrose). Apos o periodo de incubacdo de 21 dias a 28°C, os frascos contendo o
micélio fungico e o meio nutritivo fermentado foram levados a autoclave para inativacao
celular por um periodo de 40 min e temperatura de 70°C. Por fim, foram produzidos 4
frascos de Erlenmeyer contendo micélio e caldo fermentado esterilizado.

O conteudo dos frascos de Erlenmeyer (micélio e caldo fermentado) foi reunido
em um unico recipiente, e adicionado 100 mL de agua purificada. Em seguida, foi
realizada a trituracdo do material a 18 000 rpm com auxilio de um triturador (marca:
Turratec, modelo: TE-102). O material triturado foi filtrado a vacuo obtendo-se o filtrado
e residuo micelial, sendo que o filtrado foi utilizado como biomassa para sintese dos
pontos quanticos de carbono.

Para o preparo dos pontos quanticos de carbono a partir da biomassa fangica foi
utilizado a abordagem bottom up, tendo como método de sintese o tratamento
hidrotérmico. O método hidrotérmico envolve o uso de &gua como solvente e a
temperatura como o principal agente transformador em um sistema fechado sob
pressdo gerada pelos vapores desprendidos durante o aquecimento (SONG et al.,
2016). Na Figura 64 encontra-se ilustrado o esquema da sintese dos pontos quéanticos
de carbono derivados de fungos filamentosos. Cerca de 25 mL do filtrado foi transferido
para o reator autoclave em aco inoxidavel (volume total de 100 mL) o qual foi tampado
e lacrado. Em seguida, o reator foi colocado em uma estufa a temperatura de 180°C
por um periodo de 4 h. Apds o tempo de reacdo, o reator foi retirado da estufa e
resfriado a temperatura ambiente. O material obtido pelo processo hidrotérmico foi
filtrado com auxilio de um filtro de seringa com membrana hidrofilica com poros de 0,22
um. O material filtrado foi armazenado em frascos de penicilina para posterior

caracterizacao.
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Figura 64. Esquema ilustrativo da sintese hidrotermal de pontos quanticos de carbono a partir
da biomassa fungica.
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Fonte: Propria autoria.

3.4.1.3 CARACTERIZACOES DOS PONTOS QUANTICOS DE
CARBONO

Para a caracterizacdo dos pontos quanticos de carbono produzidos a partir da

biomassa fungica, foram utilizadas as seguintes técnicas:

e Espectroscopia de Absorcdo na Regido do UV-vis

Os espectros de absorcao na regido do UV-vis das amostras de PQCs produzidos
a partir da biomassa fungica foram obtidos com o espectrofotdmetro de absorcéo da
marca Cary, modelo 50 Conc, e cubeta de quartzo de 2 faces polidas com 1 cm de
caminho optico. Nao foi necessério a diluicdo das amostras.
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e Espectroscopia de Fluorescéncia

Os espectros de emissdo de fluorescéncia dos PQCs foram obtidos a partir da
utilizacdo de um espectrofluorimetro da marca Varian e modelo Cary Eclipse,
empregando uma cubeta de quartzo de 4 faces polidas com 1 cm de caminho 6ptico.

e Microscopia Eletronica de Transmissao

As imagens de microscopia eletrénica dos pontos quanticos de carbono foram
obtidas para verificar a morfologia destes nanomateriais. Para realizar esta analise,
colocou-se uma aliquota de 10 puL da amostra sobre grades de cobre de 3 mm de
espessura e 200 mesh, revestidas com Formvar®, e em seguida as grades foram
colocadas para secar em temperatura ambiente. Apos a completa secagem das grades,
as imagens dos pontos quanticos de carbono foram obtidas no microscopio eletrénico
de transmissdo com 80 kV de voltagem, marca JEOL, modelo JEM-1230 do laboratério
de microscopia da FIOCRUZ — BA.

3.5RESULTADOS E DISCUSSAO

Nanomateriais a base de carbono fluorescentes foram facilmente obtidos via
abordagem bottom up, utilizando-se o método de sintese hidrotérmico, conforme a
metodologia descrita no item 3.4.1.2. Na Figura 65 é mostrada a biomassa obtida a partir
do fungo P. macrosporus antes (Fig. 65A) e apos (Fig. 65B) a filtragcdo. Nota-se que a
biomassa fungica consiste em um liquido de coloracdo escura. A biomassa fungica
compreende uma mistura complexa formada por metabdlitos priméarios e secundarios,
componentes da propria célula fungica (B-glucanas, quitina e glicoproteinas) e
moléculas de glicose e agua. Por meio da fermentacdo microbiana do caldo de batata e
dextrose, sdo produzidos diversos tipos de biopolimeros como os metabdlitos primarios
e secundarios. Esses metabolitos sdo substancias sintetizadas no interior das células
fungicas e posteriormente secretadas pelo fungo durante o seu desenvolvimento
(ISAZA-PEREZ et al., 2020).
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Figura 65. Biomassa obtida a partir do fungo filamentoso da espécie P. macrosporus antes
(A) e apos (B) a filtracao a vacuo.
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Fonte: Propria autoria.

Dentre os principais metabdlitos primarios produzidos pelos fungos filamentosos
estdo: alcoois (etanol), aminoacidos (lisina, treonina, triptofano), nucleotideos, acidos
organicos (&cido acético, fumarico, lactico) polidis (glicerol, manitol, xilitol),
polissacarideos (xantana) e acucares (frutose, ribose). J& os metabdlitos secundéarios
incluem os derivados de aminoacidos, peptideos, policetideos e derivados de &cidos
graxos (LOPES, 2011).

Além dos produtos da fermentagdo microbiana, os componentes do micélio
fungico também foram utilizados no preparo da biomassa para a sintese dos PQCs.
Como discutido anteriormente no item 2.2.1 do capitulo 2, as células fungicas sao
constituidas principalmente por polissacarideos 50-80% a exemplo das a- e B-glucanas,
proteinas 3-20%, quitina 1-20% e lipideos 1-10% (ISAZA-PEREZ et al., 2020). Na
Figura 67 sdo mostradas as estruturas quimicas dos principais biopolimeros presentes
nos fungos filamentosos. Como mostrado na Fig. 66, as macromoléculas 3-glucanas,
quitina e glicoproteinas apresentam grupos funcionais como -OH, -NHz, -NHC=0, R’-
O-R, os quais podem favorecer na obtencdo de PQCs autopassivados, ou seja, PQCs
com diferentes grupos funcionais na superficie do nucleo de carbono, os quais
contribuem para aperfeicoar as suas propriedades fotoluminescentes (PARK et al.,
2016; WAREING; GENTILE; PHAN, 2021).
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Na etapa do tratamento hidrotérmico, a biomassa quando submetida ao
aguecimento e a pressao, ocorre inicialmente, reacdes de hidrélise das macromoléculas
produzindo moléculas menores, seguida de reacfes de condensacdo onde as referidas
moléculas organicas séo transformadas em intermediarios poliméricos. Essas unidades
poliméricas se agregam através da formacdo de ligacbes covalentes e eletrostaticas
para formar polimeros, os quais sdo carbonizados e transformados em nanoparticulas
de carbono (JORNS; PAPPAS, 2021; BRESSI et al., 2023). Ao fim do tempo de reacéo,
foi obtida uma suspensdo de coloracdo amarrozada com particulas dispersas de
coloracdo escura, as quais foram removidas por filtracdo, obtendo-se uma suspensao

de coloracdo marrom-amarelada, como mostrado na Figura 67.

Figura 67. Imagem digital da amostra de pontos quéanticos de carbono obtidos a partir do
tratamento hidrotérmico da biomassa flngica.

Fonte: Prépria autoria.
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Como o material de partida para a sintese de pontos quanticos de carbono
consiste em uma mistura complexa de compostos organicos, € extremamente dificil
compreender o mecanismo de formacéo dos PQCs pelo método hidrotérmico, onde os
processos de carbonizacdo e crescimento do nucleo de carbono ocorrem de forma
rapida. Por conseguinte, a compreensao a respeito da formacgéo dos PQCs pelo referido
método de sintese é muito limitada. Song e colaboradores (2016) propuseram um
mecanismo de formacao de pontos quanticos de carbono pela rota sintética hidrotermal
utilizando cisteina como precursor. O mecanismo foi desenvolvido a partir da analise
de imagens obtidas por MET de alta resolugdo da mistura reacional em diferentes
tempos. Os autores utilizaram a teoria de nucleacdo de Lamer para explicar as reacdes
envolvidas na sintese dos nanomateriais de carbono (SONG et al., 2016). Na Figura 68

€ mostrada um esquema ilustrativo do mecanismo proposto e as respectivas

micrograficas de MET estudadas.

Figura 68. Esquema ilustrativo de um mecanismo de formacdo de pontos quanticos de
carbono pelo método hidrotérmico proposto por Song e colaboradores.
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Fonte: Adaptado de Song et al., 2016.
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Segundo Song e colaboradores o mecanismo de formacg&o dos pontos quanticos
de carbono abrange cinco estagios principais: decomposi¢cdo, polimerizacéo,
agregacao, carbonizacéo e passivacdo. O precursor de carbono é decomposto através
de reacdes de hidrélise, desidratacdo e descarboxilacdo, gerando desta forma
moléculas menores sob alta temperatura. Posteriormente, essas moléculas sao
agregadas via polimerizacdo resultando em pequenos nucleos. A medida que os
ndcleos séo produzidos, aumenta-se a concentragcdo dos mesmos no meio reacional até
atingir o ponto de supersaturacéo. A partir deste ponto, os referidos nucleos de carbono
coalescem de modo a formar aglomerados, conforme € mostrado na Fig. 68C. Os
aglomerados gerados passam por um processo de carbonizacéo, resultando desta
forma em nanomateriais de carbono. Geralmente, o Ultimo estagio compreende o
processo de passivacao, onde a superficie dos PQCs é modificada pela inser¢cao de
grupos funcionais provenientes da matéria-prima. Esses grupos quimicos ligam-se
diretamente a superficie dos pontos quanticos de carbono, de modo a torna-las mais
luminescentes, melhorando assim suas propriedades Opticas (SONG et al., 2016).

Sabendo da importancia do tamanho da particula sobre as propriedades de
fotoluminescéncia dos pontos quéanticos de carbono, foi realizada uma anélise das
amostras de PQCs derivados do fungo P. macrosporus por MET, cuja micrografia é
apresentada na Figura 69. Analisando a imagem mostrada na Figura 69A, verifica-se
gue os pontos quanticos de carbono derivados do fungo Pm apresentam morfologia
guase esférica, formato regular e nenhuma aglomeracéo foi observada. Utilizando-se
a referida micrografia, foi construido um grafico de distribuicdo do tamanho de
particula com auxilio do programa de processamento e analise de imagens ImageJ, o
qgual é mostrado na Figura 69B. Ao analisar o gréafico da Fig. 69B, observa-se que 0s
PQCs apresentaram uma distribuicdo de tamanho de particula na faixa de 10 a 25 nm,
e um diametro médio em torno de 16,8 + 3,9 nm. Insta esclarecer que, 0 microscopio
utilizado nesta analise possibilitou visualizar apenas nanoparticulas de tamanho
maiores que 10 nm, devido a baixa resolugéo do referido equipamento (voltagem de
80 kV). Sabemos que, as nanoparticulas de carbono responséaveis pela fluorescéncia
apresentam diametro abaixo de 10 nm; e, para visualiza-las é necessario um MET

com voltagem de 200 kV.
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Figura 69. Micrografia obtida pelo MET (A) e gréafico de distribuicdo de tamanho de particula
(B) dos pontos quénticos de carbono sintetizados a partir do fungo Pm.
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Para a compreensao das propriedades Opticas dos pontos quanticos de carbono
sintetizados a partir do tratamento hidrotérmico da biomassa fangica foram registrados
espectros de absorgéo na regido do UV-vis e espectros de fluorescéncia. A suspensao
aguosa obtida na sintese apresentou uma coloracdo marrom-amarelada sob a
incidéncia de luz visivel, e ao ser exposta a radiacéo ultravioleta com comprimento de
onda de 254 nm, uma forte luminescéncia na cor verde claro foi observada, como €
mostrado na Figura 70. A emisséo de luz visivel em presenca de luz UV evidencia a

presenca de particulas fluorescentes na referida amostra.

Figura 70. Imagem digital da suspensao de pontos quanticos de carbono sintetizados a partir
da biomassa fungica (a) sob luz visivel e (b) radiacdo UV (A=254 nm).

De acordo com a literatura, os pontos quanticos de carbono apresentam absorgéo
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de luz na regido ultravioleta (200 — 400 nm), estendendo-se para a faixa do visivel (400
— 700 nm) do espectro eletromagnético (VAZ et al., 2015; PARK et al., 2016; SHARON,
M; MEWADA, 2018; OZYURT et al.,, 2023). Como os PQCs sédo compostos
principalmente por elementos de carbono, oxigénio e nitrogénio, suas estruturas
eletrbnicas assemelham-se com as moléculas organicas. Deste modo, assim como as
referidas moléculas, as nanoparticulas de carbono possuem diversas agrupamentos
quimicos, que por sua vez podem apresentar varios estados eletrénicos, ou seja, varios
orbitais moleculares preenchidos por elétrons em diferentes niveis de energia (PARK et
al., 2016).

Espectro de absorcao na regido do UV e visivel da suspensao de pontos quanticos
de carbono obtida pelo tratamento hidrotérmico da biomassa fungica foi obtido, para ter
informacdes a respeito da estrutura eletrbnica destes nanomateriais. Na Figura 71 é
mostrado o espectro de absor¢cdo UV-vis da amostra de PQCs obtidos a partir da
biomassa fungica. As bandas de absorcdo estdo relacionadas com as transicées
eletrbnicas, e consequentemente com o tipo de ligagbes quimicas presentes no
nanomaterial dependendo do comprimento de onda de maxima absorcéo (PARK et al.,
2016).

Figura 71. Espectro de absor¢éo na regido do UV-vis dos pontos quéanticos de carbono
obtidos pelo método hidrotérmico da biomassa fungica.
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No espectro apresentado na Figura 71, verifica-se a presenc¢a de duas bandas de
absorcao no espectro da amostra de PQCs. A primeira banda de absorcéo localizada
no comprimento de onda de 280 nm corresponde a transi¢ao eletrénica do tipo m—1*,
a qual pode ser observada na faixa de 200 a 400 nm no espectro de absorcao de PQCs
(PARK et al., 2016). A transicao T—T* pode ser atribuida as transicbes nas ligagdes
duplas de carbono (C=C) em compostos arométicos presentes no nucleo de carbono
dos PQCs (OZYURT et al., 2023). Ja, a banda de absor¢cdo observada na faixa de
comprimento de onda de 348 a 400 nm esta relacionada com a transicao eletrénica do
tipo n—1*, que normalmente é observada na faixa de 400 a 700 nm no espectro de
absorcdo de compostos organicos (PARK et al., 2016). Esta transicao eletrénica pode
ser atribuida aos grupos funcionais contendo atomos com pares de elétrons isolados,
como por exemplo os atomos de oxigénio, nitrogénio e enxofre das carbonilas (C=0),
aminas (-NHz), amidas (O=C-NH3) e tidis (-SH). Quando os referidos grupos funcionais
se encontram ligados diretamente aos carbonos sp? aromaticos, podem ocorrer
transicdes dos elétrons n dos grupos funcionais para os estados 1 dos carbonos
aromaticos do nudcleo dos PQCs (PARK et al., 2016).

Assim como as moléculas orgéanicas, 0os pontos quéanticos de carbono podem
apresentar as seguintes transigdes eletronicas: 0-0*, o-1*, T1-1*, n-11* € n-0*. Cada tipo
de transicao corresponde absorgéo de uma faixa de comprimento de onda na regiao UV
e visivel do espectro eletromagnético, que por sua vez esta relacionado com o tipo de
ligagcdo quimica presente nos PQCs (VAZ et al., 2015; PARK et al., 2016). Por exemplo,
a transicdo do tipo 0-0* envolve a transigdo de elétrons do orbital molecular sigma
ligante o para o orbital molecular vazio sigma antiligante ¢, que corresponde absorgéo
de energia no comprimento de onda de 125 nm, o qual esta fora do espectro UV-vis.
Por outro lado, a transigao do tipo 1-m* envolve a transferéncia de elétrons do orbital
molecular pi ligante 1T para o orbital molecular vazio pi antiligante *, o qual corresponde
a absorcéo de energia no comprimento de onda na faixa de 200 a 400 nm, regiao UV
do espectro eletromagnético (PARK et al., 2016).

Quando um féton de energia da radiacdo UV e visivel € absorvido pelos pontos
quanticos de carbono, ocorre transicbes eletrbnicas entre os diferentes niveis
energéticos da nanoparticula, ou seja, elétrons no estado de energia mais baixo (estado
fundamental) sdo promovidos para estado de mais alta energia pela absorcéo de luz

(SKOOG, 2006). Geralmente, a transferéncia de elétrons ocorre entre o orbital molecular
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de mais alta energia (HOMO) e o orbital molecular de mais baixa energia (LUMO).
Todavia, este processo somente ocorre quando a radiacédo incidente possui energia
necessaria para romper com a barreira energética (band gap) que separa o HOMO e o
LUMO (VAZ et al., 2015).

Na Figura 72 é apresentado um diagrama com as principais transi¢cfes eletrdnica
em compostos organicos, e, por conseguinte em nanoparticulas de carbono. De acordo
o diagrama, verifica-se que a energia das transicbes segue a ordem: ¢ — o* > n — o*
> 1 — 1* > n — 17*, Portanto, as transi¢cdes m — 1 e n — TT* requer menos energia se
comparado com as demais, e por esta razao sao identificas na regiao UV-vis do espectro
eletromagnético em analise espectroscopia de amostras de pontos quanticos de
carbono (VAZ et al., 2015; PARK et al., 2016).

Figura 72. Diagrama de energia com as principais transicdes eletronicas envolvidas em
compostos organicos.
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Fonte: Vaz et al., 2015.

Recentemente, Tu e colaboradores (2023) relataram a caracterizacdo das
propriedades Opticas de pontos quanticos de carbono sintetizados pelo método
hidrotérmico a 200°C por 12 h, utilizando como fonte de carbono o fungo comestivel da
espécie Boletus speciosus (Bs). Na Figura 73 € mostrado o espectro de absor¢céo na
regido do UV-vis da amostra de PQCs derivados do fungo Bs. Verifica-se que o perfil do
referido espectro, assemelha-se muito com o espectro de absorcdo da amostra de
PQCs obtida neste trabalho de doutorado (Fig. 71).
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Figura 73. Espectro de absorcdo na regido do UV-vis de pontos quanticos de carbono
derivados do fungo Boletus speciosus obtido por Tu e colaboradores.
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Fonte: TU et al., 2023.

As propriedades fotoluminescentes dos pontos quénticos de carbono derivados
de fungos filamentosos foram estudadas através dos espectros de emissédo
apresentados na Figura 74. A amostra dos referidos PQCs foi excitada em diferentes
comprimentos de onda na faixa de 320 a 390 nm, com incrementos de 10 nm. No
espectro de emissdo da amostra, é possivel observar um pico de emissdo maxima em
459 nm, quando a amostra € excitada no comprimento de onda de 370 nm. Verifica-se
também que a intensidade de fotoluminescéncia diminui, & medida que aumenta o
comprimento de onda de excitacdo nos valores acima de 370 nm. Além disso, nota-se
um deslocamento do pico de emissdo para comprimentos de onda maiores, isto €,
ocorre um desvio para o vermelho na regido do visivel do espectro eletromagnético,

quando a amostra de PQCs é excitada com comprimento de onda maiores que 370 nm.
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Figura 74. Espectros de fluorescéncia dos pontos quanticos de carbono derivados da
biomassa fungica, com excitacdo em diferentes comprimentos de onda.
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Quando a posicao do pico de emissdo em um espectro de emissao se desloca
com o comprimento de onda de excitagdo diz-se que a emissdo dos pontos quanticos
de carbono é dependente do comprimento de onda de excitacdo, o qual pode esta
relacionado com a distribuicdo ampla de tamanho de particula e/ou presenca de
variados grupos quimicos na superficie do nucleo dos PQCs (ZHU et al., 2015).
Segundo Vaz e colaboradores (2015), a presenca de varios tipos de grupos funcionais
na superficie dos pontos quéanticos de carbono como C-O, C=0 e COOH, podem tornar
a emissao destes nanomateriais dependente do comprimento de onda de excitacéo.
Este comportamento deve-se a adicdo de diferentes niveis de energia entre os orbitais
HOMO e LUMO, os quais sao introduzidos pelos grupos quimicos. Os referidos niveis
de energias adicionais (estados de superficie) capturam e retém os elétrons excitados
atuando como armadilhas, a partir dos quais ocorre emissdo de luz com diferentes
comprimentos de onda durante o processo de fluorescéncia, conforme € mostrado na
Figura 75 (VAZ et al., 2015; ZHU et al., 2015).
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Figura 75. Mecanismo de emissdo dos pontos quéanticos de carbono induzido pelos estados
de superficie.
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Fonte: Adaptado de Yan et al., 2019.

Conforme discutido anteriormente, & medida que aumenta o grau de oxidacao
superficial, ou seja, grupos funcionais contendo atomo de oxigéncio na superficie dos
pontos quanticos de carbono, diversos estados de superficie sao introduzidos na
estrutura eletrénica dos PQCs, como € mostrado na ilustracdo da Figura 75 (BARMAN;
PATRA, 2018). Com a adi¢do de novos niveis de energia entre os orbitais HOMO e
LUMO, ocorre a reducdo do band gap, de modo que a radiacdo emitida torna-se cada
vez menos energética, de comprimento de onda cada vez mais longos, resultando assim
no desvio do pico de emissédo para a faixa do vermelho do espectro de absorcao (YAN
et al., 2019). Diante do resultado, pode-se inferir que provavelmente, os PQCs derivados
de biomassa fangica podem conter diversos grupos funcionais como -C=0, -OH e -
COOH na sua superficie, os quais podem contribuir para origem da fotoluminescéncia
das referidas nanoparticulas. Para uma melhor compreensdo do mecanismo de
fluorescéncia nos PQCs é imprescindivel a elucidacdo dos agrupamentos quimicos
presentes na superficie dos mesmos por meio das técnicas espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e espectroscopia de fotoelétrons

excitados por raios X (XPS).
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Conceitualmente, o rendimento quéantico de fotoluminescéncia consiste na
razdo entre o numero de fétons emitidos e o nimero de fétons absorvidos (OZYURT
et al., 2023). O rendimento quantico € considerado um indice da eficiéncia de emissao
de fotons por meio da fluorescéncia. Os pontos quanticos de carbono que possuem
um alto rendimento quéantico, apresentam uma forte intensidade de luminescéncia, ou
seja, sdo mais brilhantes pois emitem uma maior quantidade de fétons. Os fatores
que determinam o rendimento quantico dos PQCs sédo: passivacao, dopagem e
tamanho da particula. Tais fatores sdo diretamente influenciados pelo material
precursor e pela rota de sintese dos referidos nanomateriais de carbono (PARK et al.,
2016; OZYURT et al., 2023).

A dopagem consiste na introducdo de heteroatomos na superficie e/ou na
estrutura quimica do nucleo dos PQCs, como por exemplo nitrogénio, fosforo, enxofre,
boro, etc (PARK et al., 2016; OZYURT et al., 2023). J4, a passivacao consiste na
modificacao da superficie dos PQCs durante (auto-passivacéo) ou apés a sua sintese,
com o intuito de aprimorar as suas propriedades opticas. Diferentes tipos de moléculas
podem ser empregados na passivacdo das nanoparticulas de carbono, como por
exemplo moléculas organicas e inorganicas, polimeros e ions (SUN et al., 2006;
ZHANG et al., 2015; WANG et al., 2017; GENCER, CEVEN, UNLU, 2022).

Estudos mostram que, os PQCs sem a sua superficie passivada apresentam
rendimento quéantico muito baixo, menor que 1 % (SUN et al., 2006; ZHU et al., 2015;
SHARON, MEWADA, 2018). Como ja discutido anteriormente, os estados de
superficie gerados pelos grupos funcionais contribuem significativamente para a
origem da fotoluminescéncia dos referidos nanomateriais. Portanto, a passivacao é
considerada um método de funcionalizacdo indispensavel para obtencdo de PQCs
altamente emissivos (PARK et al., 2016; YAN et al., 2019; OZYURT et al., 2023).

A passivacao dos pontos de quanticos de carbono também pode ser utilizada
para remover os estados de superficie gerados na estrutura eletronica, devido a
presenca de diferentes grupos quimicos na superficie dos referidos nanomateriais.
Como descrito anteriormente, 0s niveis de energia criados séo introduzidos entre o
HOMO e o LUMO, de modo a reduzir o intervalo energético entre os referidos orbitais,
contribuindo desta forma, na emisséo de luz com energia cada vez menor durante o
processo de fluorescéncia (ZHENG et al., 2011; LI et al., 2014; MINTZ, ZHOU,

LEBLANC, 2019). No artigo publicado por Li e colaboradores foi relatado um
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procedimento de passivagéo controlada de pontos quanticos de carbono com grupos
amino (-NHz), a fim de avaliar a influéncia da presenca dos grupos quimicos na
superficie dos PQCs sobre sua fotoluminescéncia. Os pesquisadores variaram o grau
de passivacdo durante a sintese dos pontos quanticos de carbono pelo método
hidrotérmico, utilizando uréia e acido citrico como precursores. Durante a reacao, a
uréia ndo apenas atuou como fonte de carbono, mas também forneceu grupos amino
(-NH2) para passivagao dos PQCs produzidos. O grau de passivagao foi controlado
variando-se a temperatura de sintese, ja que 0S grupos amino sao instaveis e séo
facilmente eliminados da superficie em altas temperaturas (LI et al., 2014).

Li e colaboradores verificaram que PQCs preparados com menor concentracao
de grupos amino na superficie exibiram emissao dependende do comprimento de
onda de excitacdo. Por outro lado, os PQCs rico em grupos amino na superficie
exibiram emissao independente da excitacdo, como mostra a Figura 76. No caso dos
pontos de carbono contendo poucos grupos amino, a sua cobertura superficial
apresentou diferentes grupos funcionais contendo atomo de oxigénio, como C=0, C-
O-C, O=C-OH (LI et al., 2014).

Figura 76. Pontos quanticos de carbono obtidos com diferentes graus de passivacao por
grupo amino (-NHy).
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Fonte: Adaptado de Li et al., 2014.
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Sabe-se que, os diferentes grupos funcionais superficiais geram diferentes
niveis de energia (estados de superficie) na estrutura eletrénica dos PQCs. Esses
varios estados de superficie capturam os elétrons excitados durante o processo de
decaimento para o estado fundamental; resultando na emissao de luz com diferentes
comprimentos de onda, oriundos dos varios estados de superficie de diferentes
energias, que por sua vez torna a propriedade de fotoluminescéncia dos PQCs
dependente do comprimento de onda de excitacéo (LI et al., 2014).

A funcionalizacdo dos pontos quanticos de carbono com grupos amino (-NH2)
durante o processo de sintese sob baixa temperatura, resultou na formacédo de PQCs
com superficie rica em nitrogénio, o que favoreceu para aumento do seu rendimento
guantico de 20,8% para 44,7% em relacdo aos PQCs com menor teor de nitrogénio
(LI et al., 2014). Os autores sugerem que essa mudanca no rendimento quantico é
devido a remocdo dos estados de superficie de diferentes energias advindos dos
grupos funcionais contendo atomos de oxigénio, 0s quais promovem a emissdo de
radiacdo em diferentes comprimentos de onda (Figura 76). Desta forma, apés
passivacdo completa da superficie, os PQCs rico em nitrogénio apresentam apenas
um estado de emissdo gerado pelo grupo amino, resutando assim na emissao
independente do comprimento de onda de excitacdo. Além disso, atomos de
nitrogénio ligados a sistemas aromaticos conjugados tendem a fornecer elétrons por
inducdo para o nucleo de carbono, contribuindo para o aumento da densidade
eletrbnica no sistema elétrons-1r conjugado, que por sua vez favorece as transicoes
eletrbnicas, melhorando a sua fotoluminescéncia (LI et al., 2014).

O gréafico da Fig. 77A mostra uma reducéo da energia do band gap com o
aumento do numero de anéis aromaticos conjugados, e, por conseguinte com o
tamanho da nanoparticula de carbono. Em decorréncia do efeito do confinamento
guantico, a medida que aumenta o diametro da particula, ocorre uma reducao do band
gap, devido ao acréscimo dos orbitais moleculares 1T e " na estrutura eletrébnica em
funcdo da quantidade de carbonos com hibridizacdo sp? (C=C) adicionados ao

sistema 1 conjugado do nucleo dos PQCs (EDA et al., 2010).
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Figura 77. Efeito do tamanho de particula em relacdo a fotoluminescéncia dos PQCs. (a)
variacdo do Gap de energia em funcdo do nimero de anéis aroméaticos e (b) variacdo do

comprimento de onda de emissdo em funcao do didmetro dos pontos quanticos de grafeno.
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Fonte: Adaptado de Eda et al., 2010 e Sk et al., 2014.

J&, com base no grafico da Fig. 77B, verifica-se que a reducdo da energia do
band gap com o aumento do tamanho da particula, modifica o comportamento 6ptico
dos pontos quanticos de carbono. Ao analisar o referido grafico, observa-se que a
medida que aumenta o didmentro da particula, o0 maximo de emissdo muda para
comprimento de onda mais longos, ou seja, desloca-se para faixa do vermelho na regiao
do visivel do espectro eletromagnético. Isso sugere que, quanto maior a extensédo do
dominio dos orbitais 1T do nucleo de carbono dos PQCs, menor sera o band gap, e, por
conseguinte menor sera a energia dos fotons emitidos na fluorescéncia, observado pelo
desvio do comprimento de onda de emissao para o vermelho; e resultando assim na
reducado do seu rendimento quantico (SK et al., 2014).

Logo, entende-se que 0s pontos quanticos de carbono, cuja fotoluminescéncia é
proveniente do efeito do confinamento quéantico, podem ter seu rendimento quantico
melhorado pelo controle do tamanho da particula, j& que o confinamento quantico esta
estritamente relacionado com a extensdo do sistema de anéis aromaticos conjugados
no nucleo dos PQCs (EDA et al., 2010; SK et al., 2014; YAN et al., 2015). O controle do
tamanho dos PQCs pode ser realizado ajustando-se a temperatura de sintese no caso
do método hidrotérmico, a fim de obter nanomateriais de carbono com diametro abaixo
do seu tamanho critico (< 10 nm) (YE et al., 2015; SARKAR et al., 2016).
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Diante do exposto, conclui-se que a rota sintética, proposta nesta presente
tese, foi capaz de produzir de forma inédita pontos quanticos de carbono a partir da
biomassa fungica, com potencial em posterior aplicacdo em imageamento e sensores

quimicos.

3.6 CONSIDERACOES FINAIS

Neste terceiro capitulo da tese foi abordada uma revisdo da literatura sobre os
pontos quanticos de carbono, abrangendo a sua definicdo, estrutura quimica e as
vantagens em relagdo ao quantum dots inorganicos. Além disso, foi apresentada uma
abordagem sobre a propriedade fluorescente dos PQCs, descrevendo os fatores que
determinam a origem da fotoluminescéncia destes nanomateriais, a saber: o efeito de
confinamento quéantico e os estados de superficie. Foi discutido também como o
tamanho da particula e a composicdo quimica da superficie dos PQCs influenciam
diretamente nas suas propriedades épticas, que por sua vez sao influenciadas pela
metodologia de sintese e o tipo de matéria-prima empregada na sua producao.

Uma abordagem geral sobre os métodos de sintese mais utilizados no preparo dos
PQCs foi apresentada, dando énfase no tratamento hidrotérmico, metodologia esta
empregada na presente pesquisa de doutorado. Foi descrito uma proposta de
mecanismo de formacdo de PQCs pela rota sintética hidrotérmica, descrevendo-se as
etapas de hidrdlise, condensacao, polimerizacdo e carbonizacdo. Com relacdo a
matéria-prima, foi mostrado os diferentes tipos de biomassa que podem ser utilizadas
como fonte de carbono na sintese hidrotérmica dos referidos nanomateriais. Para mais,
foi discutido a utilizacdo de microrganismos como biomassa para o preparo de PQCs,
tendo como destaque os fungos filamentosos. Diante disso, foi proposto uma rota de
sintese de pontos quéanticos de carbono utilizando uma biomassa fangica produzida a
partir do fungo filamentoso Phialomyces macrosporus, com o intuito de aplica-los na
fabricacéo de sensores analiticos e em procedimentos de bio-imagem.

Uma suspensdo aquosa de nanomateriais carbonaceo foi obtida pelo método
hidrotérmico a 180°C e por 4 h utilizando-se biomassa fungica como precursor, a qual
mostrou-se luminescente sob luz UV. Por causa da limitacdo do MET, somente foi

possivel visualizar nanoparticulas de carbono com tamanho maiores que 10 nm. O
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espectro de absorcao na regido do UV-vis do referido nanomaterial exibiu duas bandas
de absorcédo de baixa intensidade, em 280 nm e na faixa de 400 a 348 nm, que
correspondem as transi¢oes eletronicas do tipo T—1* e n—1T*, respectivamente. Estas
transicOes eletronicas podem esta relacionada as transi¢cdes de anéis aromaticos e de
grupos carbonilas (C=0). Para confirmar a presenca do grupo carbonila e de outros
grupos funcionais nos PQCs é necessario a identificacdo dos mesmos através das
técnicas de caracterizacédo FTIR e XPS.

No que tange a propriedade de fluorescéncia, os espectros de emissdo dos
nanomateriais de carbono obtidos a partir da biomassa fungica exibiu um pico de
emissao em 459 nm, sob excitacdo de 370 nm. Os espectros de fluorescéncia também
mostraram que a emissao dos referidos nanomateriais é dependente do comprimento
de onda excitacdo. Diante disso, pode-se concluir que a rota sintética possibilitou a
producdo inédita de pontos quanticos de carbono utilizando fungos filamentosos como
precursor; e além disso, os referidos nanomateriais apresentam luminescéncia
possivelmente devido aos estados de superficie derivados por grupos funcionais e/ou

moléculas organicas fluorescentes presentes na superficie dos mesmos.

4. CONLUSOES GERAIS

Nesta tese de doutorado foi discutida a sintese e caracterizacdo de nanomateriais
partindo de nanoparticulas bimetalicas de ouro e paladio, bem como sua integracao
na estrutura de fungos filamentosos para formacéo inédita de materiais hibridos
fungo/NPs-Au@Pd. Além disso, foi demonstrado a viabilidade da producéo de pontos
guanticos de carbono a partir de fungos filamentosos. Cabe ressaltar, que existem
poucos trabalhos publicados a respeito do uso de biomassa fungica na preparacao de
nanomateriais de carbono.

Solugdes coloidais de nanoparticulas bimetalicas de ouro e paladio foram obtidas
por meio de adigBes controladas do precursor de paladio. A analise do espectro de
absorcéo na regido UV-visivel mostrou uma mudanca significativa no comportamento
optico das nanoparticulas de ouro com o aumento da adicdo de ions Pd?.

Distribuicfes de tamanho de particulas por DLS mostraram que houve um acréscimo
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no didmetro das nanoparticulas de ouro a medida que aumenta a concentracdo de
fons Pd?* adicionadas durante a sintese das nanoparticulas bimetalicas.

Bio-hibridos constituidos de NPs-Au@Pd e fungos filamentosos foram obtidos pela
deposicdo das referidas nanoparticulas metalicas na parede celular do fungo da
espécie P. macrosporus. Apesar do metal paladio ser nociso ao microrganismo, foi
possivel obter células fungicas funcionalizadas com NPs-Au@Pd preparadas com
50% (m/m) de metal Pd. As imagens de MEV mostraram a formac&o de uma cobertura
metalica por toda a extensdo da hifa e a preservacdo da sua caracteristica
microtubular mesmo apés a deposi¢do das nanoparticulas de ouro e de ouro/palédio.
Além disso, constatou-se que as caracteristicas dos materiais hibridos como
rugosidade varia conforme o tipo do metal presente nas nanoparticulas empregadas
na funcionalizacao das células fangicas.

Micrografias do MET revelaram a distribuicdo das nanoparticulas em sua maior
parte na regido mais externa da parede celular do fungo devido a presenca de uma
rede gelatinosa formada por macromoléculas que permite a interacao e fixacdo das
nanoparticulas bimetalicas. Além disso, andlise das imagens de MET evidenciou a
existéncia de regidos das hifas do fungo com maior concentragdo de nanoparticulas
bimetalicas devido a maior atividade bioldgica na regido apical e o intenso fluxo de
enzimas e macromoléculas durante o desenvolvimento do microrganismo. Foi
proposto uma metodologia de sintese de pontos quanticos de carbono utilizando
biomassa fungica como fonte de carbono. Por meio desta rota sintética, foi obtido

nanoparticulas de carbono fluorescentes.
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5. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

a)

b)

Sintese e caracterizacdo de nanoparticulas bimetélicas para

integracdo em fungos filamentosos:

Avaliar a estabilidade das suspencdes de nanoparticulas bimetalicas de
ouro e paléadio (Aunacleo Pdcasca) com diferentes concentracdes de paladio
por meio de medidas de potencial zeta;

Avaliar o efeito do pH sobre a carga superficial das NPs-Au@Pd com
diferentes concentracdes do metal Pd na camada externa através da
medida dos seus respectivos potenciais zeta;

Realizar um estudo morfolégico mais detalhado das nanoparticulas
bimetalicas por meio da microscopia eletrénica de transmisséo de alta
resolucdo, a fim de confirmar a formacéo da estrutura nucleo-casca nas
nanoparticulas e determinar a espessura da camada externa de paladio;
Investigar o estado de oxidacdo do ouro e do paladio presentes na
superficie das nanoparticulas bimetalicas por meio da técnica de XPS,
bem como determinar a propor¢cao destes metais;

Sintetizar diferentes nanoparticulas bimetalicas do tipo nucleo-casca,
variando-se o elemento metalico a ser depositado sobre a superficie das
NPs-Au.

Fungos filamentosos como suporte biolégico para producéo de

materiais hibridos:

Avaliar a biotoxicidade das NPs-Au@Pd com diferentes concentracdes
do metal Pd em relacdo ao fungo P. macrosporus;

Preparar materiais hibridos através da deposicdo de NPs-Au@Pd sobre
as células de diferentes espécies de fungos filamentosos;

Realizar testes cataliticos com os bio-hibridos constituidos por fungo Pm

e NPs-Au@Pd em reagéo de reducédo do p-nitrofenal;
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Preparar materiais hibridos com diferentes nanoparticulas bimetalicas
de Aucore € Xshell (X=, Pt, Ag, Ni, etc) usando o fungo P. macrosporus

como suporte bioldgico.

Uso de fungos filamentosos como precursor para producgéo de

pontos quanticos de carbono:

Otimizar os parametros de sintese hidrotérmica (volume do solvente e
da biomassa, tempo e temperatura de reacao) para obtencao de pontos
guanticos de carbono auto-passivados;

Investigar a presenca de grupos funcionais sobre a superficie dos pontos
guanticos de carbono através das técnicas de FTIR e XPS;

Avaliar se a estrutura dos PQCs é cristalina ou amorfa por meio das
técnicas de espectroscopia Raman e difracdo de raios X (DRX);
Calcular o rendimento quéantico de fluorescéncia dos PQCs;

Realizar testes cataliticos com os PQCs em reacdes fotocataliticas.
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