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RESUMO

USO DE BIOTEMPLATES NA OBTEN(}AO DE MICROTUBOS COM
NANOPARTICULAS DE OURO. Recentemente, os estudos na area de
materiais hibridos compostos de estruturas biologicas tém sido de grande
interesse, uma vez que sdo considerados biotemplates versateis no que se refere
a organizacdo de materiais funcionais nanoestruturados, principalmente visando
atribuicdes tecnologicas. Assim, o objetivo desta dissertacdo de Mestrado foi a
construcdo de microtubos formados por multicamadas combinadas de
nanoparticulas de ouro e de prata utilizando como biotemplate o fungo
Aspergillus aculeatus, originando, portanto, mesoestruturas hibridas estaveis
com alto potencial de aplicacdo a sensores e biossensores. O fungo foi cultivado
em um ambiente rico em citrato e ap6s o desenvolvimento das hifas, foi
adicionada a dispersdo coloidal de nanoparticulas. Foram feitos estudos com
relacdo ao efeito da temperatura de sintese e da concentracdo de citrato no
tamanho médio das nanoparticulas de ouro, e posteriormente caracterizados por
difracdo de raios X (DRX), microscopia eletronica de varredura (MEV) e
espectroscopia de absorcdo na regido do UV-visivel. Também, foi avaliada a
formacdo de multicamadas compostas de diferentes nanoparticulas metalicas. Os
materiais hibridos foram caracterizados por microscopia eletrénica de varredura
com microandlise por EDS (MEV- EDS). Os resultados obtidos mostraram que
tanto a concentragdo de citrato quanto a temperatura afetam diretamente o
tamanho das nanoparticulas com resultados expressivos para a temperatura. No
que tange a formacdo de microtubos com diferentes nanoparticulas metéalicas,
trés distintas regides foram identificadas, a saber, contendo somente
nanoparticulas de ouro, contendo nanoparticulas de ouro e de prata e contendo
somente nanoparticulas de prata, fato discutido nessa Dissertacdo de Mestrado

pela diferenciagédo de crescimento das hifas dentro da disperséo coloidal.
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ABSTRACT

USE OF THE BIOTEMPLATES TO OBTAIN MICROTUBULES WITH
GOLD NANOPARTICLES. Recently, the studies in the area of hybrid materials
composed by biological structures have been of great interest, since they are
considered versatile biotemplates in wich referred to the organization of
nanostructured functional materials, mainly aiming technological attributions.
Therefore, the central objective of this Master’s Dissertation was the
construction of microtubules formed by multilayers combined of gold and silver
nanoparticles using as biotemplates the fungus Aspergillus aculeatus, which
originated, thus, stable hybrid mesostructures with high potential of application
to sensors and biosensors. The fungus was cultivated in a rich environment of
citrate and, after the development of the hyphae, the colloidal dispersion of
nanoparticles was added. Studies were done with relation to the effect of the
synthesis temperature and the concentration of citrate in the average size of the
gold nanoparticles and, posteriorly characterized by X-ray diffraction (XRD),
scanning electron microscopy (SEM) and spectroscopy of absorption in the UV-
Vis region. The formation of multilayer composed by different metal
nanoparticles was evaluated too. The hybrid materials were characterized by
scanning electron microscopy with microanalysis by EDX (SEM-EDS). The
obtained results showed that the either concentration of citrate or the
temperature directly affect the average size of the gold nanoparticles with
expressive results to the temperature. In which referred the formation of the
microtubules with different metal nanoparticles, three distinct regions were
identified, namely, containing just gold nanoparticles, containing gold and silver
nanoparticles and containing just silver nanoparticles, fact discussed in this
Master’s Dissertation by the differentiation of hyphae growth inside the

colloidal dispersion.



Xiii

Sumario
1 = INTRODUGAO ....coooeveeeeeteeeeceeee e seress s snes s 1
1.1 - Nanotecnologia e Nanomateriais: Uma Abordagem Historica.... 1
1.2 - Formacédo de Nanoparticulas ..........cccccccevveiiiieic e, 3
1.2.1 - Superficie e Tamanho da Nanoparticula ...............ccccceevvennnnne. 3
1.2.2 - Nucleagdo € CreSCImMeNtO ........ccceveeieriiniiieseee e 5
1.3 - Estabilidade Coloidal...........ccccooeiieiiiiii e, 8
1.3.1 - Estabilizacd0 Eletrostatica..........c.ccccoveviieviiiie e 8
1.3.2 - Estabilizag80 EStEriCa..........cccccvevieiieiiece e 9
1.4 - Sintese de Nanoparticulas Metalicas...........ccccvvvevviveresiesinnnn 10
1.4.1 - MEtodo CItratO.......ccceevuerverieiie e eie e e s et 13
1.5 - Interdisciplinaridade: Quimica, Ciéncia de Materiais e
Biotecnologia e 0 Uso de Biotemplates...........ccccevvevieiieiiiciecceccec e, 14
1.6 —Fungos: Breve Histérico Mundial e a Pesquisa no Brasil ......... 18
1.7 — Fungos: Classificagcdo  Filogenética,  Estrutura e
DESENVOIVIMENTO ... nreas 21
1.8 - O GEnero Aspergillus ........ccccooveiieiieiie e 25
1.9 - A Espécie Aspergillus aculeatus Lizuka do LaBioMM.i............ 25
2 = OBUIETIVOS ..ottt 27
3 -PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL......ccocce i 29
3.1 - Sintese e Caracterizacdo das Dispersdes Coloidais de Ouro........... 29

3.1.1 - Sintese de Nanoparticulas de Ouro: Efeito da Concentracéo
de Sal de CItratO .....ccveeiiecie e 30

3.1.2 - Sintese de Nanoparticulas de Ouro: Efeito da Temperatura.31
3.1.3 - Sintese de Nanoparticulas de Ouro: Formacdo de Camadas.31
3.2 - Sintese e Caracterizacdo das Dispersdes Coloidais de Prata...... 32

3.3 - Cultivo e Crescimento dos FUNQOS........cccoereererienienieneeieneen, 32



Xiv

3.4 - Preparacdo e Caracterizacdo das Mesoestruturas Hibridas ........ 36

4 - METODOS DE CARACTERIZACAO ......oovvveeeveeeeeeeeeerean, 38
4.1 - Difragao de RAI0S X.....cooiiiuiiieiiiiieiisie e 38

4.2 - Espectroscopia de Absorcdo na Regido do UV-Vis................... 38

4.3 - Microscopia Eletronica de Varredura............ccccecevvivecieeiveesnnenn, 39

5 -RESULTADOS E DISCUSSAO.......cccviiriiiiiininsissiseieeie s 40
5.1 - Microtubos com Nanoparticulas de Ouro de Diferentes
TAMANNOS. ...t re e e st e e be e e s e e s nr e e e e re e e nrae e 41
5.1.1 - Efeito da Concentracdo de Citrat0..........cccccceevvevvevveineannnnn 41

5.1.2 - Influéncia da Temperatura no Tamanho das Nanoparticulas

0L T @ 1 (o SRR PRTRTRRR 44
5.2 - Formacao de Multicamadas..........cccoevveiiiieniniciience e 48
5.2.1 - Sintese e Caracterizacdo das Nanoparticulas de Ouro e de
Prata Utilizadas no Preparo dos Microtubos...........ccccocveviieiiie e 48
5.2.2 - Microtubos Compostos de Multicamadas................ccccveneene 52
5.2.2.1 - Microtubos Formados por Nanoparticulas de Ouro e de

PIATA. ... e 52
5.2.2.2 - Microtubos Formados por Nanoparticulas de Prata e de

OUIO. et b et e b e e b n e e e ne e 55

6 - CONCLUSOES........ccciiiiiiiieiieiseiseseie et 61



1 - INTRODUCAO

1.1 - Nanotecnologia e Nanomateriais: Uma Abordagem

Historica

O cenario mundial em que a humanidade esta inserida mostra claramente
que mudancas sd0 necessarias para a sobrevivéncia. Nunca antes as
transformacgdes foram tdo dinamicas, a ponto de afetar diretamente a economia
de pequenos e grandes paises, 0s avangos tecnologicos e 0 progresso da ciéncia.
E nesse contexto de buscas por grandes inovacdes e abrangéncia mundial que se

insere a nanotecnologia.

Desde a “Idade da Pedra”, seja por curiosidade ou acidente, a humanidade
tem descoberto novos materiais, como a argila para o armazenamento e
transporte de alimentos. Mais tarde, a manipulacdo de metais e ligas, tais como o
bronze, cobre, ferro e outros, alavancou o desenvolvimento de grandes
civilizacdes; entretanto, as pesquisas ainda eram empiricas e sem metodologia

cientifica®.

Na medida em que progrediam as pesquisas em ciéncia, os estudos na area
de materiais foram se tornando indispensaveis, uma vez que foi possivel
identificar novos materiais, caracteriza-los e manipula-los de tal forma com que
levassem a formacdo de materiais com propriedades completamente diferentes

dos materiais de partida (Figura 1.1).

O ponto inicial das pesquisas em nanotecnologia, no entanto, ocorreu em
29 de dezembro de 1959, no encontro da Sociedade Americana de Fisica em

uma conferéncia no Instituto de Tecnologia da California, intitulada “There is a



Plenty of Room at the Bottom”, proferida pelo fisico norte-americano Richard
Feynman, ganhador do Prémio Nobel de Fisica em 1985. Nessa palestra,
Feynman compartilhou suas ideias quanto ao arranjo e manipulacdo de atomos,
conforme fosse desejado, para a producdo de novos materiais. Para ele, todas
essas possibilidades ocorreriam apenas por uma questdo de conhecimento,
tempo e tecnologia disponivel, o que ele realmente estava correto. Devido a esse
pensamento visionario, Richard Feynman € considerado o pai da

nanotecnologia.

Evolugdo Histérica
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FIGURA 1.1 - Cronograma da evolugdo dos materiais com a ciéncia.

Imagens retiradas da web e de propria autoria.

No ano de 1974, a palavra “nanotecnologia” foi usada pela primeira vez
pelo professor da Universidade de Ciéncia de Toquio, Norio Tanigushi,
relacionando-a ao conjunto de estudos e aplicacbes de objetos e processos em
escala nanometrica. Nano vem do grego “ando” e cientificamente € usado como
notac&o para expressar um bilionésimo (10®). Assim, um nandmetro significa um
bilionésimo de metro. (10° m ou nm). Tecnologia, de acordo com DURAN et al 2,
remete a atuacdo do conhecimento, estudo ou ciéncia em situacdes praticas e
comerciais. Assim, nanotecnologia, pode ser definida hoje como a capacidade de

manipular &tomos em escala nanomeétrica, visando a formacao de novos materiais.



Desde o surgimento do microscopio de varredura por tunelamento (STM),
em 1981 por Gerd Binning e Heinrich Roherer no laboratorio da IBM em
Zurich, Suica, muitos trabalhos foram desenvolvidos no campo da
nanotecnologia. Um exemplo € a descoberta dos nanotubos de carbono em 1991
pelo professor Sumio lijama, da NEC, Tsukuba®. Os estudos voltados para a
area deu inicio a uma nova classe de materiais, 0s nanomateriais, em que pelo
menos uma de suas dimensdes € obtida em escala nanométrica. Diferentemente
dos solidos cristalinos e das moleculas, os nanomateriais apresentam

propriedades distintas devido aos efeitos de tamanho e de superficie.

1.2 - Formacéao de Nanoparticulas

Wolfgang Ostwald descreveu, em 1915, os estudos de coloides e ciéncia
de superficies como sendo um “mundo de dimensdes negligenciaveis”, uma vez
que na época, 0s pesquisadores ndo possuiam técnicas experimentais e teorias
que embasassem as observacbes das superficies, interfaces e fendmenos
coloidais *. Hoje, sabe-se que a superficie de um nanomaterial, em especial, as
nanoparticulas, exerce um papel fundamental no que tange praticamente
quaisquer propriedades de um material, abrangendo de transformacodes

estruturais até propriedades 6pticas™ °.

1.2.1 - Superficie e Tamanho da Nanoparticula

Diferentemente dos 4&tomos que estdo no interior do material, 0s atomos

presentes na superficie ndo possuem vizinhos em todas as direcGes, portanto,



existe pelo menos uma regido em que ndo ha interacdo com seu semelhante’.
Dessa forma, infere-se que nanoparticulas possuam uma desordem atribuida a
superficie, devido a elevada quantidade de atomos presentes nela, o que torna

ainda mais necessario o estudo de seus efeitos.

A relacdo entre area superficial e tamanho € bem expressa no que se refere
as propriedades das nanoparticulas®. Considerando uma particula esférica, essa

relacdo pode ser determinada como:

Area 4mR 2 3
= = (Eq. 1.1)
Volume 4/3mR 3 R

Onde R, € o raio da particula. Ja que nanoparticulas ndo séo esferas ideais,
derivam-se expressdes geométricas relacionando o nimero de atomos em uma

forma quasi-esférica:

N = (Eq. 1.2)

Onde r, é 0 raio hipotético de um atomo deduzido pelo volume atémico.
Se o volume da nanoparticula é proporcional a N e analogamente, 0 nimero de
atomos na superficie depende de R, ao quadrado, pode-se comparar assim, o
numero de 4tomos na superficie com o numero de atomos no volume total. E,
portanto, a equacdo 1.1 pode ser entendida como a proporcao entre 0os &tomos na
superficie da particula®. Um exemplo de propriedades associadas ao tamanho da
nanoparticula € a transferéncia de calor para o ambiente no passo final do

processo de relaxacdo. A dinamica de resfriamento das nanoparticulas metalicas



ndo é exponencial e depende do tamanho e da forma. No trabalho, foi
observado claramente que a taxa de arrefecimento das nanoparticulas menores
foi muito mais réapida®. Visto que os atomos da superficie ndo possuem
vizinhos e quanto menor a nanoparticula, maior a area superficial total do
sistema nanoparticulado, a transferéncia de energia para o ambiente torna-se

muito mais rapida.

1.2.2 - Nucleacao e Crescimento

Geralmente, deseja-se obter nanoparticulas com tamanho controlado,
homogéneo e bem disperso, evitando a formacdo de aglomerados. Os
métodos utilizados para a formacdo de nanoparticulas se baseiam em grande
maioria em etapas de coprecipitacdo ou nucleacdo e crescimento em meios
reacionais® '°. As etapas acontecem simultaneamente, e paralelamente ocorre

11, sendo um método

a aglomeracdo dessas particulas e o processo difusiona
ainda pouco elucidado, o que faz com que seja necessaria a compreensao dos

processos de formacao inicial da nanoparticula.

A natureza da nanoparticula é determinada pelas etapas de nucleacdo e
crescimento. O processo de formacdo de nanoparticulas ocorre a partir de
uma série de fases metaestaveis até atingir um estagio termodinamicamente
mais estavel. Nesse momento, atomos reduzidos no meio reacional déo
origem aos clusters, até atingirem determinado tamanho de um nucleo
estavel. O menor raio para a formacédo de um nucleo estavel € dado pelo raio

critico:



crit — (13)

Onde y é o produto da energia livre de superficie e a area superficial e
AGv é a energia livre de formacdo. A equacdo 1.3 mostra que quanto maior o
valor de y, maior o tamanho do ndcleo critico estavel. A origem da energia livre
pode ser explicada pela localizacdo do atomo na matéria. A Figura 1.2 ilustra as

forcas que influem um atomo em duas regides de um material.

A energia livre e a reatividade de uma unidade, seja ela um &atomo,
molécula ou qualquer outra espécie, que estda na superficie, sdo
significativamente diferentes daquela que se encontra no ‘bulk’ (unidade
localizada na matéria estendida). Considerando uma unidade localizada no
‘bulk’, as forgas atuantes, atrativas ou repulsivas, na média, sdo uniformes e,
portanto, a forca resultante é zero. Supondo que 0 ‘bulk’ seja clivado ao longo
de um plano no vacuo, isotermicamente e reversivelmente, as forcas atuantes
ndo serdo uniformes e, portanto, as forcgas resultantes em uma unidade ndo serédo
mais iguais a zero. Com a formacédo dessa nova superficie, a unidade possuira
uma energia diferente, assim a energia total deve alterar. Uma vez que a
interacdo no ‘bulk’ resulta em uma diminuicdo da energia livre das unidades, a
remocao dessas interacGes para a formacdo de uma nova superficie causa um
aumento na energia livre das unidades componentes®, sendo um dos motivos

pelos quais a superficie da particula é altamente reativa.



= | Forga Aparente b

©00 000 *9.9,0.9,0,4

000060 o000 00

00 00 @ 000 00 O

00 00 O 000 00 O

00 00 O 00 00O

Q00 00 O 00000 O
A

Forga Resultante
€—— For¢a Resultante =——> = 0 l

FIGURA 1.2 - Representacdo 2-D das forcas atuantes em uma unidade
(4&tomos, moléculas etc., em vermelho) no interior de uma fase. a) igual a zero,

na fase ‘bulk’ e b) com uma resultante na superficie. Adaptado de Myers”.

Dois tipos de nucleacdo sdo possiveis: a nucleacdo homogénea e a
nucleacdo heterogénea. A nucleacdo homogénea ocorre em uma unica etapa.
Nela, a concentracdo atinge uma condicdo de supersaturacdo critica, 0 que
permite um crescimento uniforme por difusdo dos atomos reduzidos para o
nucleo formado. Ja para a nucleacédo heterogénea, com a formacéo de nucleos in

situ (agentes nucleantes) sendo promotores do crescimento das particulas.

Depois da etapa de nucleacdo, da-se inicio a etapa de crescimento, em que
o soluto migra para a superficie do cluster?. E digno de nota que fatores como
transporte de espécies reativas para a superficie da particula, coalescéncia e
agregacdo podem ocorrer competitivamente com a etapa de nucleacdo e
crescimento das nanoparticulas, fazendo com que se tenha uma larga
distribuicdo de tamanho de particula®®*®. No entanto, esses fatores podem ser
neutralizados por meio de uma variagdo de proporcdo de reagentes, por exemplo™®.



Também, a busca por uma distribuicdo estreita de tamanho pode ser possivel
utilizando-se da maturacdo de Ostwald (ou Ostwald ripening), em que particulas
menores sao consumidas pelas particulas maiores por meio da dissolucdo daquelas
em solugdo, com posterior reducéo do ion e migracéo para a superficie das grandes

particulas®’ .

1.3 - Estabilidade Coloidal

As nanoparticulas dentro de um meio liquido interagem frequentemente
umas com as outras e a estabilidade da dispersdo € determinada por essas
interacBes®. Tendéncias comuns como agregacdo e coagulagdo podem ser
observadas nas dispersdes coloidais, uma vez que o sistema busca minimizar sua
energia livre total (conforme comentado na secdo anterior)*. N&o havendo a
presenca de um estabilizante, por exemplo, devido principalmente as forcas
atrativas de van der Waals), as nanoparticulas tendem a se agregarem. Forgas
contrarias a essas buscam promover a estabilidade da dispersdo como forcas
repulsivas de mesma intensidade®. Para evitar a agregacdo, ha a necessidade de
se estabilizar a superficie da nanoparticula, que pode ser basicamente de forma

eletrostatica ou estérica®.

1.3.1 - Estabilizacéo Eletrostatica

Baseada na repulsdo coulémbica entre particulas carregadas, a estabilizacédo
eletrostatica € formada por uma dupla camada elétrica na superficie da

nanoparticula. As nanoparticulas adquirem cargas eléetricas em sua superficie de



diferentes formas, seja pela alteracdo de algum pardmetro como a intensidade
ibnica do meio dispersivo, ou quando estdo em contato com um meio liquido que
pode conter um solvente polar, fons de surfactantes ou do meio* ® ' % A
presenca de cargas elétricas, positivas ou negativas, na superficie da
nanoparticula, faz com que sejam atraidas cargas elétricas opostas a essas,
formando uma dupla camada elétrica, que é a responsavel por proteger as
particulas de aglomeracdo, uma vez que possuirdo cargas iguais a camada

elétrica mais exposta ao meio.

A teoria quantitativa desenvolvida independentemente por Deryagin e
Landau, e Verwey e Overbeek, que mais tarde ficou conhecida como Teoria de
Deryagin-Landau e Verwey-Overbeek (DLVO), envolve estimativas de energia
de acordo com a sobreposicdo das duplas camadas elétricas (geralmente
repulsdo) e das energias de van der Waals (atrativas) em termos de distancia
interparticula. A somatoria resulta na energia total de interacdo em termos de
distancia interparticula. Os seja, enquanto a forca de repulsdo de carater
eletrostatico for maior que a de atracdo, as nanoparticulas se mantém estaveis e

consequentemente, ndo agregam.

1.3.2 - Estabilizacédo Estérica

Uma segunda maneira de estabilizar as nanoparticulas na disperséao
coloidal é por meio da estabilizacao estérica. O impedimento espacial provocado
pelo volume de macromoléculas (geralmente organicas como polimeros e
copolimeros) ligadas as nanoparticulas, promove a estabilizagdo dessas na
dispersdo coloidal®. A estabilizacio estérica pode ocorrer de diferentes formas,

dentre elas®®:



)
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O encontro de duas particulas envolvendo a dessorcdo do agente
estabilizante no ponto de contato. Dessor¢do é um processo que envolve
energia livre positiva e corresponde a repulsdo particula- particula e aumento
de estabilidade;

Colisdo de particulas em que ndo ha penetracdo de suas cadeias. Este
mecanismo reduz as configuracfes disponiveis para as moléculas do
polimero adsorvidas, o que diminui a entropia e aumenta a energia livre e,

por conseguinte, a estabilidade;

iii) Colisdo entre particulas causa interpenetracdo de camadas adsorvidas, 0

que aumenta a quantidade de segmentos de macromoléculas. Dependendo
desta interpenetracdo, pode haver repulsdo ou atracdo das cadeias. A longo-
alcance, geralmente impera a repulsdo e concomitantemente, a repulsao

elastica.

Apesar das contribuicbes repulsivas, essas ndo garantem que as

nanoparticulas ndo agreguem. A somatdria de todas as contribuicdes de repulséo e

atracdo de particulas de natureza diferente ou igual é o que conferira a estabilidade

da dispersao coloidal.

1.4 - Sintese de Nanoparticulas Metélicas

Nanoparticulas de metais de transicdo podem ser sintetizadas de duas

formas: por métodos de decomposicdo ou por reducdo de sais.

Dando enfoque ao segundo método, a reducdo quimica de sais de metais

de transicdo, visando a formacdo de dispersBes coloidais em meio aquoso ou
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organico, foi proposto pela primeira vez por Faraday”® em 1857 e até hoje é o
método mais empregado para sintese de nanoparticulas metalicas®*. Um sal
metalico é reduzido utilizando um agente quelante em &gua ou em solucBes
organicas. O uso de agentes redutores em solvente ndo-redutores ¢ uma rota
sintética bem estabelecida. A sintese de nanoparticulas de ouro™?’ e platina (Pt) %,
por exemplo, utiliza de diferentes agentes redutores e, variando parametros da
sintese, como concentracao de reagentes, temperatura e tempo, foi possivel obter

diferentes morfologias para as nanoparticulas de Pt.

Nanoparticulas metélicas podem ser sintetizadas por uma rota sintética

subdividida em cinco etapas, conforme ilustrado na Figura 1.3%:

Etapa 1: Reducdo do precursor metalico (geralmente um sal), formando

atomos reduzidos;

Etapa 2: Os atomos reduzidos interagirdo com ions e clusters metalicos,

etapa que o crescimento dos clusters; (Etapas 1 e 2 sdo reversiveis)

Etapa 3: Quando o cluster atinge o tamanho critico, inicia-se a etapa de

crescimento do nucleo formado;

Etapa 4: O tamanho de particula pode ser controlado com o uso de
agentes estabilizantes. O uso de um estabilizante torna as particulas isotrdpicas,
pois diminui a energia livre de superficie. No entanto, dois ou mais
estabilizantes, pode ocorrer a formacéo de estruturas anisotrépicas pela adsor¢éo

preferencial de um dos estabilizantes;

Etapa 5: Pode-se evitar a agregacdo pela insercdo de macromoléculas

organicas na superficie.

Ap0s a sintese das nanoparticulas, essas podem ser utilizadas como blocos

construtivos (building blocks) para diversas aplicacdes tecnoldgicas™ .
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FIGURA 1.3 - Resumo das etapas de sintese de nanoparticulas metéalicas.

Adaptado de Bénneman®.
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1.4.1 - Método Citrato

A primeira rota sintética controlada e reprodutivel para nanoparticulas de
ouro foi estabelecida por TURKEVICH et al.”®>. Conhecida também como
Método Citrato, o0 Método de Turkevich foi proposto em 1951 para a sintese de
nanoparticulas de ouro e, mais tarde, foi amplamente utilizada para a sintese de

outras nanoparticulas metélicas®.

Nessa reacdo de oxirredugdo em meio aquoso, ions ouro (I1l) séo
reduzidos pelo citrato, que atua como agente redutor e estabilizante. Pode-se
utilizar como precursor um sal de ouro, como o tetracloreto &cido de ouro
(HAUCI,). Para a sintese de nanoparticulas de ouro, ndo € necessario altas
temperaturas (embora seja utilizada), entretanto, para platina e prata é necessario
temperaturas proximas a de ebulicdo da &gua. Isso porque comparativamente, o

potencial de reducédo do ouro € maior que a da prata, por exemplo.

Ad' g + € > Ag E°=0,800 V (1.4)

AuUClyy + 380 > AU + 4CIT E°=1,001V (1.5)

Geralmente, o sal precursor para a sintese de nanoparticulas de prata € o
nitrato de prata (AgNO3).

O amplo uso do Metodo de Turkevich estd associado ao fato dele ser

atoxico, de simples manipulacéo, facil execucdo, baixo custo, rapido, seguro e

|9, 27, 31-37

reprodutive . Também, as nanoparticulas formadas possuem boa
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homogeneidade no tamanho e dispersdo das nanoparticulas, com tamanho em

torno de 20 nm.

1.5 - Interdisciplinaridade: Quimica, Ciéncia de Materiais e

Biotecnologia e o Uso de Biotemplates

A Quimica é considerada a ciéncia central para o desenvolvimento de
ciéncias aplicadas como a Ciéncia de Materiais e a Biotecnologia. A Ciéncia de
Materiais, por sua vez, baseada no campo de ciéncias aplicadas e de tecnologia,
levou a grandes avangos na area de materiais modernos e inteligentes. A fuséo da
Biotecnologia com a Quimica e Ciéncia de Materiais, abriu novas perspectivas no
campo de materiais considerados inteligentes e funcionais, auxiliando areas como

0 setor de comunicagdo, sensores, catélise e de satde®**.

Dentre esses materiais funcionais e inteligentes estdo os materiais
estruturados utilizando sistemas biologicos, que podem ser basicamente de

quatro tipos (Figura 1.4):

1. Biomiméticos: Imitacdo da natureza pelo uso de métodos tradicionais e
sintéticos;
2. Bioinspirados: Utilizacdo de estruturas bioldgicas originando uma nova

classe de materiais;

3. Biomateriais: Materiais bioldgicos/sintéticos que interagem com o

organismo humano;

4. Materiais Hibridos: organico-organico, organico-inorganico, inorganico-

inorganico.
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FIGURA 1.4 - Imagens de materiais estruturados que utilizam sistemas
biologicos em alguma etapa da sua producdo. a) e b) exemplo de material
bioinspirado, a concha e os materiais ceramicos de alta dureza; c) e d) exemplos
de biomateriais como a pele artificial e a lente de contato, e por fim, €) e f)

exemplos da classe dos materiais biomiméticos. Imagens retiradas da web.

41-44

Existem muitos trabalhos na area de biomimética e engenharia

bioinspirada®™’; referentes a formacdo de sistemas estruturados inorganicos
utilizando materiais organicos aplicados em campos da engenharia e tecnologia
para desenvolvimento de materiais que inicialmente, em alguma etapa da sua

construcdo, remetem & natureza™.

A nanotecnologia é considerada base para a construcdo de estruturas

tridimensionais inorganicas que utilizam biotemplates®. E cada vez mais,
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pesquisadores nessa area encontram na natureza um modelo Gtil para superar o0s
desafios de design e fabricagdo, uma vez que essas estruturas bioldgicas sdo o
resultado de milhGes de anos de evolucdo, seus formatos possuem méritos

anicos.

Um dos campos da ciéncia que vem atraindo a atencdo é o de materiais
micrométricos e nanométricos construidos a partir de biotemplates.
Biotemplates, como o proprio nome diz, sdo modelos, gabaritos que utilizam
estruturas organicas. O potencial uso desses materiais associado a sua
morfologia complexa e ndo usual, colocam esses materiais em posicdo de
destaque na quimica de materiais com especial destaque para 0s materiais
estruturados a partir de DNA®, bactérias™ e fungos®®. A boa reprodutibilidade,
associada a elevada variedade de estruturas e ao alto controle morfologico,
tornam esses materiais uma alternativa para suprir as limitagdes dos materiais

convencionais.

Sistemas biotecnoldgicos, nanotecnoldgicos e supramoleculares podem
variar de alguns nandmetros até cerca de um micrémetro, o que torna possivel a
compatibilidade para a fabricacdo de heteroestruturas de grande complexidade
morfoldgica e funcional. Nanoparticulas inorganicas sdo particularmente uteis
para serem utilizadas como blocos de construcdo de sistemas auto-organizados
hibridos, podendo ser sintetizados em grandes quantidades, com diferentes
tamanhos e formas, empregando técnicas simples e bem estabelecidas na
literatura®>*. Contudo, o acoplamento de biomoléculas ou sistemas bioldgicos &
superficie das nanoparticulas inorganicas ainda é uma tarefa dificil e limitada a
poucas metodologias. Geralmente, a sintese das nanoparticulas ocorre na
presenca de agentes estabilizantes como citratos, fosfatos ou tiois, responsaveis
pela estabilidade coloidal das nanoparticulas, prevenindo a agregacdo e o

crescimento descontrolado. Nos casos das nanoparticulas estabilizadas por
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ligantes anibnicos, a estabilizacdo das nanoparticulas ocorre por meio de
interacOes eletrostaticas de tal forma que a adicdo de outros eletrolitos pode

resultar na floculacio devido & modificacdo na dupla camada elétrica®.

Existem varios trabalhos nos quais cadeias poliméricas sintéticas, fibras
naturais ou DNA foram empregados como templates para a preparacdo de
materiais hibridos usando nanoparticulas coloidais sintéticas como unidades de
construcdo, todavia, ainda sdo poucos 0s estudos sobre o uso de sistemas
biolégicos vivos como templates*® >>*%, Microorganismos como virus, bactérias
ou fungos exibem estruturas extremamente complexas e definidas que podem
ser reproduzidas facil e rapidamente a um custo relativamente baixo quando
comparado a outras tecnologias, 0 que 0s tornam atrativos para serem utilizados
como templates na preparacdo de materiais avancados®. Nestes sistemas, é
possivel combinar a uniformidade das estruturas biolégicas com as propriedades
funcionais das nanoparticulas inorganicas (condutividade elétrica, atividade
Optica ou caracteristicas magneticas) para construir macroestruturas hibridas

funcionais de grande apelo tecnoldgico®.

LI et al.* empregaram com sucesso fungos da espécie Aspergillus niger
como templates para a obtencdo de estruturas ordenadas de nanoparticulas de
ouro (aproximadamente 13 nm) cuja superficie foi funcionalizada com uma
sequéncia de DNA, inoculando os esporos dos fungos em um meio de cultivo
com a presenca das nanoparticulas. Segundo estes autores, ap0s a germinacao
dos esporos, as nanoparticulas em suspensdo se depositaram sobre a parede
celular dos fungos, formando monocamadas sobre as hifas em crescimento, o
que foi acompanhado pela visivel descoloracdo do meio aquoso. Em outro
trabalho, SUGUNAN et al.*® sintetizaram nanoparticulas de ouro usando
glutamato monossddico ao invés de citrato de sodio, seguido da insercdo de

esporos de diferentes fungos (Aspergillus niger, Aspergillus nidulans e
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Neurospora crassa). O crescimento dos fungos foi garantido pela presenca de
um excesso de glutamato de sodio, que veio servir tanto para a estabilizacdo das
nanoparticulas quanto como nutriente para os fungos. O mecanismo de auto-
organizacdo observado ocorreu pela formacao de aglomerados de nanoparticulas
devido a desestabilizacdo do meio coloidal por meio da modificacdo da
concentracdo de eletrélitos, o que ocasionou uma alteracdo na dupla camada
elétrica das nanoparticulas. Esses aglomerados se depositaram sobre a parede
celular dos fungos em crescimento, mostrando a importancia do controle sobre o
meio coloidal no mecanismo de formacéao de sistemas auto-organizados. Ao que
parece, a primeira camada de nanoparticulas depositadas sobre a superficie dos
fungos resultou da contribuicdo entrépica dos efeitos hidrofobicos das
nanoparticulas de ouro e dos fungos®, contudo os mecanismos de formacéo da
primeira camada e das camadas posteriores ainda ndo foram totalmente
elucidados. Por outro lado, BIGALL et al.*® mostraram a habilidade de diversos
fungos crescerem em um ambiente rico em citrato e testaram a afinidade das
nanoparticulas de ouro, prata, paladio e platina pela parede celular dos fungos
sem a presenca de qualquer tipo de funcionalizacéo, tendo sido observado que o
sistema hibrido fungo-platina exibiu a capacidade de catalisar a reacdo redox do

hexacianoferrato(l).

1.6 — Fungos: Breve Histérico Mundial e a Pesquisa no Brasil

H& muito tempo, foi reconhecida a importancia de se ter uma lista
contendo as espécies de fungos e plantas conhecidas pela ciéncia®. Em meados
do século XVIII, o interesse em estimar a flora mundial instigou Linnaeus

(1753)% que estimou em 10.000 o ndmero de espécies de plantas no planeta.
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Uma vez que a dificuldade de compilar os dados registrados de espécies de
plantas e fungos era grande, aliada a falta de informacdes solidas, 0 nUmero de
espécies registradas e as estimadas (espécies que ainda seriam descritas), até

entdo, variou bastante até o inicio do século XXI.

Grande parte da biodiversidade mundial concentra-se nas regides
tropicais. No final da década de 1980, o conceito de “paises megadiversos” foi
difundido para esses paises que embora fossem poucos, possuiam uma alta
biodiversidade. Paises como Republica Democratica do Congo, Coldmbia,
México, Madagascar, Indonésia e o Brasil estdo inclusos nessa lista. Hoje, 17

paises s&o considerados megadiversos®® %,

Estima-se que hoje existam 1.500.000 espécies de fungos no mundo®: ®

sendo que dentre esses, aproximadamente 99.000 estdo descritas, representando
6,6 % da quantidade total®®. Dentre os descritos, LEWINSOHN & PRADQ®
estimam que cerca de 13.800 espécies de fungos existam no Brasil, representando
14 % da diversidade mundial. No entanto, devido a dificuldade ainda existente de
se organizar os dados de registro e descricdo dos fungos encontrados na flora
brasileira, bem como a sincronizacdo dos dados dos inumeros pesquisadores
brasileiros, o Catdlogo de Plantas e Fungos do Brasil®®, obra produzida por
pesquisadores de diferentes regides do Brasil, tem registrado e descrito apenas
3.608 espécies de fungos, o que significa que apenas 3,7 % da quantidade
mundial compde esse catalogo, porcentagem bem distante dos 14 % que foram
estimados por LEWINSOHN & PRADO".

A Figura 1.5 mostra, em termos de unidades de Federacdo e regido, a
quantidade de espécies de fungos registrada e descrita. Lideram em nimero de
espécies os estados de Sao Paulo (1.161), Pernambuco (937) e Rio Grande do Sul
(856). Com as menores quantidades, tem-se Maranhéo (52), Espirito Santo (45) e
Tocantins (5). Em termos de regido, observa-se que as regides Norte e Centro-
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Oeste possuem a menor quantidade de espécies descritas (743 e 296,
respectivamente). De acordo com os autores do Catdlogo, essas diferengas

remetem a baixa quantidade de coletores e estudiosos na area de fungos dessas

regloes.

ESTADO MNUMERO DE ESPECIES

530 Paulo 1.161 a)
Pernambuco 937

Rio Grande do Sul 856

Bahia 584

Parana 529

Santa Catarina 432

Rio de janeiro 443

Amazonas 408 o b)
Minas Gerais 359 Nos
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Alagoas 290

wap
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Piaui 139 ; -
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Mato Grosso do Sul 32

Distrito Federal 77 Sodesie
Roraima 75 Cleste

Acre bl

Maranhdo 52
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Tocantins 3

FIGURA 1.5 - Numero de espécies de fungos no Brasil em que a) refere-se ao
nimero de espécies de fungo por Estado e b) nimero de espécies de fungos
registrados em cada regido do pais. Ambos retirados do Catalogo de Plantas e

Fungos do Brasil®.
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1.7 — Fungos: Classificacdo Filogenética, Estrutura e

Desenvolvimento

A classificacdo mais recente dos fungos, proposta por HIBBETT et al. ®° é
baseada em estudos filogeneticos e divide o reino Fungi nos seguintes filos:
Chytridiomycota, Blastocladiomycota, Neocallimastigomycota, Microsporidia,
Glomeromycota, Ascomycota e Basidiomycota, ndo reconhecendo Zygomycota
como sendo filo e, portanto, separam-no em quatro subfilos, a saber,
Mucoromycotina, Kickxellomycotina, Zoopagomycotina e
Entomophthoromycotina. Dessa forma, atualmente sdo considerados sete filos,

10 subfilos, 35 classes, 12 subclasses e 129 ordens.

A versatilidade de adaptacdo desses organismos 0s torna capaz de viver
desde ambientes aquaticos a terrestres, dos trépicos quentes as regides articas e
antarticas mais frias, podendo ser microscopicos ou visiveis a olho nu e
reconhecidos facilmente devido as suas caracteristicas bem peculiares, como por

exemplo, no formato de bolor, mofo, cogumelos etc.®.

Fungos sdo microrganismos eucarioticos (DNA envolto por uma
membrana nuclear) que podem ser unicelulares ou pluricelulares. Os fungos
pluricelulares possuem estruturas filamentosas, as hifas. As hifas podem ser
septadas ou ndo-septadas (cenociticas). Os septos sdo paredes transversais que
derivam das estruturas filamentosas. No caso das hifas septadas, ha varios
nucleos dispersos no citoplasma. J& as hifas ndo-septadas, estas podem ser de
dois tipos: mononucleadas ou multinucleadas. As mononucleadas possuem
apenas um nucleo separado por um septo transversal e as multinucleadas
possuem dois ou mais nucleos. Todavia, embora haja essa divisdo, existe um

orificio central em cada septo que permite a troca de material citoplasmatico e
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de nucleos entre 0s compartimentos, portanto, mesmo as hifas septadas podem
ser consideradas cenociticas. Vale ressaltar que a maioria dos fungos possuem
nucleos haploides. A livre ramificacdo e entrelacamento das hifas formam o
corpo do fungo chamado de micélio. Durante a fase reprodutiva, 0 micélio
forma estruturas assexuadas e/ou sexuadas que originardo 0S €Sporos,
responsaveis pela propagacdo das especies. A grande maioria dos fungos se
reproduz através de esporos, sendo que um pequeno fragmento do fungo € capaz
de formar um novo individuo™ ™. O micélio e os esporos podem ser observados

na Figura 1.6.

O sentido de crescimento das hifas, de acordo com a morfologia de
desenvolvimento do micélio, ocorre somente em uma direcdo e partindo das
extremidades das hifas. As células presentes no interior do micélio geralmente
ndo contribuem diretamente para um novo crescimento, embora elas fornecam
nutrientes para as células periféricas. Portanto, o crescimento ndo é em funcéo
do numero de células, tal como em bactérias, mas do nimero de extremidades

de hifas e de nutrientes fornecidos’>.

ESPOROS

FIGURA 1.6 - Fotografia digital e esquema do miceélio e esporos do fungo
Aspergillus aculeatus. Adaptado de STEVENSON'.
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A parede da hifa é uma estrutura altamente dindmica as mudancas
constantes as quais esta exposta e desempenha um papel de destague no
crescimento e manutencdo do fungo, visto que é a responsavel por prover a
resisténcia mecanica necessaria ao sofrer grandes variacfes de pressdo osmatica,
bem como a plasticidade adequada para a germinagéo dos esporos, a ramificacéo

374 Basicamente, a

das hifas e a formacao dos septos nos fungos filamentosos
parede celular fungica € composta de camadas de fibras (principalmente glucana
e quitina) que podem estar dispostas na forma de longas cadeias retas ou
ramificadas (tipicamente quitina e 1,3-p- e 1,6- p-glucana), e de uma matriz do
tipo ‘gel” ou material cristalino (tais como manoproteinas e glicoproteinas)’® ™.
Vale ressaltar que ha evidéncias de cross-linking entre quitina, glucana e outros
componentes da parede celular, o que confere maior rigidez na parede celular’ ™,
Essa estrutura complexa pode variar entre os tipos de fungo”™. Os filos
Ascomycota, Basidiomicota e Zygomycota, por exemplo, possuem a parede
celular composta em sua maior parte de quitina, diferentemente do filo
Oomycota, em que é praticamente ausente em sua composi¢ao, constituido em

sua maior parte de glucanas’’.

Todos os fungos sdo heterotroficos, isto €, ndo produzem seu proprio
alimento, sendo que a forma comum de nutricdo é por meio de absorcéo, seja
essa por osmose ou difusdo. A obtencdo do alimento se da principalmente de
duas formas: ao infectar organismos vivos como parasitas ou por uma relacédo
mutualistica simbidtica (interacdo entre dois organismos em que ambos sdo
beneficiados), ou ao decompor matéria organica morta, conhecido como

organismos saprofiticos’" "%,

Uma caracteristica importante dos fungos é que sdo capazes de se
desenvolver e reproduzir em meios de culturas artificiais. Havendo disponivel

uma fonte de carboidrato, tais como glicose, sacarose, maltose etc., nitrogénio
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(inorganico ou organico) e sais minerais relacionados a seu crescimento, 0s
fungos podem sintetizar suas préprias proteinas. A maioria dos fungos utilizam
C,0,H,N, K, Mg, P, B, Mn, S, Fe, Zn, Cu e Mo como elementos principais de

necessarios para seu crescimento.

Ha uma faixa de temperatura ideal para o desenvolvimento e crescimento
do fungo, sendo para maioria das espécies entre 22 °C e 30 °C. O pH 6timo para
0 desenvolvimento da maioria das espécies estd em torno de 5,6. A Tabela 1.1
mostra valores limites e 6timos para pH, temperatura, gases, luz, carboidrato e
fonte de carbono para fungos. Embora esses valores abranjam uma alta faixa,

nota-se que ha um valor considerado ideal para cada exigéncia’ ™.

TABELA 1.1 - Valores limites e O&timos das exigéncias

fisiologicas/nutritivas dos fungos.

Exigéncias Fungos
pH Limite 2-9

Otimo 5,6
Temperatura Limite 0-62°C

Otimo 22 -30°C
Gases Aerobios estritos
Luz Né&o ha
% Carboidrato 4 %

Fonte de Carbono Heterotrofico




25

1.8 - O Género Aspergillus

O género Aspergillus faz parte do filo Ascomycetes que contém cerca de
150 espécies catalogadas. Possui coloracdo branca amarelada cujos esporos séo
marrons ou pretos e foi catalogado pelo padre italiano e bidlogo Pier Antonio
Micheli em 1729".

As espécies do género Aspergillus sdo aerdbicas, assim, desenvolvem-se
em ambientes que contém oxigénio em grande quantidade. S&o importantes
agentes decompositores, atuando como saprofitas do solo e de alimentos,
embora também sejam encontrados como parasitas de animais, plantas e do
homem (cerca de 20 espécies podem ser prejudiciais ao homem, podendo
desenvolver doencas como a aspergilose, causada pelo Aspergillus fumigatus).
Apesar de alguns aspectos negativos, como por exemplo, a producéo de toxinas
em alimentos e de espécies patogénicas, algumas espécies sdo importantes
economicamente, uma vez que atuam na producdo comercial de acido citrico e

glucdnico, producéo de alimentos fermentados e como fontes de enzimas’® .

1.9 - A Espécie Aspergillus aculeatus Lizuka do LaBioMMi

Na presente dissertacdo de mestrado, foi utilizada como biotemplate a
espécie de fungo Aspergillus aculeatus, isolada previamente como um endofito
das folhas espécie de planta Melia azedarach (Meliacez), codificado como
LaBioMi-001, constituindo a micoteca do Laboratério de Bioquimica

Micromolecular de Microorganismos, Departamento de Quimica da
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Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar), sob responsabilidade do Prof.
Dr. Edson Rodrigues Filho %.
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2 - OBJETIVOS

Nesta Dissertacdo de Mestrado, foi realizado um estudo da influéncia da
temperatura e da concentracdo de citrato no tamanho medio das nanoparticulas
de ouro. Também, foram preparados microtubos compostos de nanoparticulas de
ouro e de prata com tamanho controlado e sintetizados pelo Metodo de
Turkevich a partir do uso de fungos filamentosos como biotemplates. Estas
mesoestruturas complexas foram caracterizadas em relacdo ao tamanho das

particulas e em relacdo a formacéo de multicamadas.

O Obijetivo Central dessa Dissertacdo de Mestrado é formar dois tipos de
microtubos contendo multicamadas de diferentes nanoparticulas, isto é:
microtubos contendo multicamadas de tamanhos diferentes de nanoparticulas de
ouro e microtubos contendo multicamadas combinadas de nanoparticulas
metélicas de ouro e de prata: multicamadas com primeiramente nanoparticulas
de ouro e depois prata, multicamadas com primeiramente nanoparticulas de
prata e depois ouro, € uma mistura coloidal de ambas as nanoparticulas

metalicas.
Desta forma, é possivel definir os seguintes Objetivos Especificos:

2.1. Obter dispersdes coloidais estaveis de nanoparticulas de ouro e de
prata com tamanho de particula controlado e estreita distribuicdo de tamanho de
particulas empregando o Método de Turkevich utilizando o citrato de sédio
como agente de estabilizacédo e redutor. Caracterizar as dispers6es coloidais por
meio de espectroscopia de absor¢do UV-Visivel, difracdo de raios X e

microscopia eletrénica de varredura;
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2.2. Avaliar o efeito da temperatura e da concentracdo de citrato no
tamanho médio das nanoparticulas de ouro. Caracterizar as dispersdes coloidais
por espectroscopia de absorcdo UV-Visivel, difracdo de raios X e microscopia

eletronica de varredura;

2.3. Obter microtubos compostos de nanoparticulas metalicas com
espessura e didmetro controlados a partir das suspensées de nanoparticulas de
ouro e de prata utilizando fungos filamentosos crescidos em diferentes meios de
cultura como biotemplates. Caracterizar os microtubos empregando microscopia

eletronica de varredura com microanalise por EDS.
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3 -PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

As dispersoes coloidais de ouro e de prata foram preparadas utilizando o
método de sintese originalmente proposto por Turkevich®. Todos 0s reagentes e
solventes foram utilizados conforme recebidos. A agua utilizada foi destilada e
deionizada utilizando um equipamento Millipore Elix-3. Todos os experimentos
foram realizados em triplicata. Todos os materiais utilizados (placa de
aquecimento, frascos de Erlenmeyers, provetas, pipetas, dentre outros) para a
sintese das dipersdes coloidais foram previamente esterilizados utilizando alcool
etilico 70 % com posterior exposicdo a luz ultravioleta por 40 minutos. Os
procedimentos de preparacdo do material hibrido, incluindo os procedimentos de
preparo das dispersoes coloidais de ouro e de prata foram realizados em capela
de fluxo laminar rigorosamente esterilizada com hipoclorito de sédio, alcool
etilico 70 % e luz ultravioleta visivel por 30 minutos com o intuito de evitar a
contaminacdo por outros fungos e bactérias presentes no ar atmosfeérico,

garantindo a presenca de apenas um microorganismo dentro do fluxo laminar.

Dois tipos de microtubos foram propostos nessa Dissertacdo de Mestrado.
Para a construgdo desses microtubos, foram avaliadas trés condicfes de sintese
de nanoparticulas de ouro. Para as nanoparticulas de prata, a sintese deu-se pela

rota convencional do Método de Turkevich.

3.1 - Sintese e Caracterizacédo das Dispers6es Coloidais de Ouro

Foram preparadas solucdes-estoque de tetracloreto acido de ouro e citrato

de sédio com concentracdo de 5,0x10° mol L' e 3,0x10" mol L*,
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respectivamente. As duas solucbes-estoque bem como 2100 mL de &gua
destilada e deionizada foram autoclavadas na temperatura de 120 °C por 30

minutos.

As dispersdes coloidais de ouro foram sintetizadas sem a adicdo de
nenhuma outra biomolécula para a funcionalizacdo da superficie das

nanoparticulas.

Foram avaliadas trés condicGes de sintese de nanoparticulas de ouro,
sendo essas: o efeito da concentracdo de citrato no tamanho medio das
nanoparticulas, o efeito da temperatura no tamanho médio das nanoparticulas
(essas duas primeiras condicGes visando a formacdo de microtubos contendo
multicamadas de tamanho diferente de nanoparticulas) e a sintese de
nanoparticulas de ouro visando a formacdo de multicamadas combinadas de
nanoparticulas metélicas de ouro e de prata. Dessa forma, trés diferentes
procedimentos foram realizados para a sintese das nanoparticulas de ouro, em

que diferentes parametros foram adequados para a realizacdo de cada uma.

3.1.1- Sintese de Nanoparticulas de Ouro: Efeito da

Concentracao de Sal de Citrato

Para avaliar o efeito da concentracdo do sal de citrato no tamanho médio
das nanoparticulas de ouro, a relacdo do sal de citrato e do HAuUCI, utilizada foi
de 4,5:1 e 3,5:1. Essas variacOes foram estabelecidas, pois estdo acima do valor
considerado 6timo para a formacéo de nanoparticulas de ouro de 20 nm (relacéo
de 3:1, bem estabelecido na literatura®). A fim de formar tamanhos menores de

nanoparticulas, a hipotese dessa Dissertacdo seria aumentar a concentracdo de
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citrato no meio. Portanto, apds 4 minutos, a dispersdo coloidal foi resfriada com

auxilio do banho de gelo até a temperatura de 25 °C.

3.1.2 - Sintese de Nanoparticulas de Ouro: Efeito da

Temperatura

Para avaliar o efeito da temperatura no tamanho das nanoparticulas de
ouro, foi realizado o procedimento descrito para a sintese de nanparticulas de
ouro visando a formacdo de multicamadas, entretanto, as temperaturas de sintese
dessa etapa foram 40 °C, 60 °C e 80 °C.

3.1.3 - Sintese de Nanoparticulas de Ouro: Formacao de

Camadas

Nesse experimento, foi realizada a sintese convencional do Método de
Turkevich, em que 300 mL de agua destilada e deionizada, previamente
autoclavada (condicGes de autoclavagem ja descritas no inicio dessa secdo),
foram aquecidas a temperatura de 90 °C, sob agitacdo mecanica constante,
utilizando uma barra magnética. Em seguida, foram adicionadas 6 mL de
HAuUCI, (concentracdo 5,0x10% mol L™). Instantes depois da adicdo do
precursor de ouro (I11), 3 mL de citrato de sédio (concentracdo 3,0x10% mol L™)
foi adicionado. Apds 4 minutos, a reacéo foi retirada do aguecimento e resfriada
até 25 °C utilizando um banho de gelo.
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3.2 - Sintese e Caracterizacdo das Dispersdes Coloidais de

Prata

Todos os devidos procedimentos de assepsia mencionados no
procedimento 3.1 foram cuidadosamente tomados para que ndo houvesse a

contaminacéo das dispersdes coloidais por microorganismos afins.

Solucdes estoque de nitrato de prata e citrato de sodio foram previamente
preparados com concentracdo de 1,0x10" mol L* e 3,0x10" mol L™,
respectivamente. O procedimento de sintese das dispersdes coloidais de prata € o
mesmo descrito para a sintese de dispersdes coloidais de ouro, no entanto, a
temperatura de sintese foi de 95 °C e ndo houve variacdo na concentracdo do

citrato de sédio e da temperatura.

3.3 - Cultivo e Crescimento dos Fungos

O fungo utilizado nesse trabalho, Aspergillus aculeatus, foi analisado em
estudos preliminares e apresentou bons resultados em relacdo a formacédo de
macroestruturas, sendo este fornecido pelo Laboratorio de Bioquimica
Micromolecular de Microorganismos (LaBioMMi — Departamento de Quimica —
UFSCar). O fungo selecionado para este Projeto de Pesquisa foi previamente
isolado e depositado na micoteca do LaBioMMi. Foi preparado o inéculo do
fungo em uma placa de Petri contendo como meio de cultura o PDA (batata-
dextrose-agar) sob condicdes assépticas (Figura 3.1 a) e b)). Apds o crescimento
do in6culo, foram preparados 12 frascos de Erlenmeyers de 125 mL contendo 25
mL do meio de cultura, cada. O meio de cultura utilizado, CZAPECK (DSMZ
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130 modificado, sem agar), foi preparado sob condicGes ideais de assepsia, cuja

composicao esta descrita na Tabela 3.1.

Todos os frascos de Erlenmeyer contendo 25 mL do meio de cultura
foram autoclavados a temperatura de 120 °C por 30 minutos. As bocas dos
frascos de Erlenmeyer foram fechados com uma ‘“boneca”, confeccionada
utilizando pano e algoddo, e um ‘chapéu’ feito de papel pardo, para evitar

possiveis contaminacdes (Figura 3.2).

TABELA 3.1 - Composicdo quimica do meio de cultura CZAPEK,

utilizado no cultivo e crescimento do fungo Aspergillus aculeatus.

CZAPEK
Composto Massa (g)
K,HPO, 0,005
NaNOs; 1.0
MgS0,.7H,0 0.25
KCl 0,25
FeSO,x7H,0 0,005
Sacarose 150

Volume 500 mL
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FIGURA 3.1 - Imagens das etapas de preparo dos indculo. a) Placa de
Petri antes da adicdo dos esporos para desenvolvimento do indculo; b) placa de
Petri apds o crescimento dos esporos e ¢) suspensdo de esporos preparados a

partir da placa de Petri.

FIGURA 3.2 - Frasco de Erlenmeyer de 125 mL fechado com a) ‘boneca’
de pano e algodao e o ‘chapéu’ de papel pardo; b) separadamente a ‘boneca’ de

pano e algodao e o ‘chapéu’ de papel pardo.

Depois dos frascos serem resfriados a temperatura ambiente, esses foram

posicionados na capela de fluxo laminar e expostos a luz ultravioleta por 40
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minutos. Passado esse tempo, foi preparada uma suspenséo de esporos do fungo
Aspergillus aculeatus em &gua deionizada previamente autoclavada e resfriada
(Figura 3.2) e inoculado 150 pL dessa suspensédo de esporos no meio de cultura
CZAPECK.

Ap0bs a inoculacdo dos esporos do fungo no meio de cultura, os frascos
foram armazenados em local arejado e protegido da luz. Depois de dois a trés
dias, a massa micelial cresceu dentro da solucdo e na superficie. Nessa etapa
essa massa micelial da superficie foi retirada e o meio de cultura foi diluido com
agua destilada até o volume de 100 mL. Os frascos foram armazenados por
cerca de trés dias. Nesse periodo, o fungo imerso no meio cresceu formando

uma estrutura semelhante a uma maco de algodéo (Figura 3.3).

FIGURA 3.3 - Desenvolvimento das hifas no meio de cultura. a) hifas
visiveis a olho nu apds dois dias e b) massa micelar final com formato

semelhante a um maco de algodéo.
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3.4 - Preparacdo e Caracterizacdo das Mesoestruturas
Hibridas

Em um periodo de quatro a seis dias apds a inoculagcdo dos esporos no
meio de cultura, foi removido praticamente todo o meio de cultura diluido,

restando de 5 a 10 mL desse meio e a massa micelial do fungo.

Foi analisada a influéncia da concentracdo do citrato de sodio e da
temperatura no tamanho médio de nanoparticulas de ouro. Na segunda etapa dos
experimentos, foram avaliados o0s microtubos construidos com mdltiplas
camadas, sendo a primeira de nanoparticulas de ouro e recobertas com uma
segunda camada de prata. Também foram preparadas amostras com a primeira
camada de nanoparticulas de prata recobertas com nanoparticulas de ouro e, por
fim, microtubos contendo multicamadas de uma mistura de nanoparticulas de

ouro e de prata.

Para analisar a influéncia da concentracdo do citrato de sodio, em cada
frasco de Erlenmeyer contendo a massa micelial, foram adicionados 100 mL da
dispersdo coloidal de ouro j& descrita no procedimento (Secdo 3.1.). Apoés
quinze dias da massa micelial estar em contato com a dispersdo coloidal de
nanoparticulas de ouro, o meio foi removido e caracterizado. O procedimento
foi 0 mesmo para ambas as dispersbes coloidais sintetizadas com diferentes

concentragdes de citrato.

Para o experimento de formacdo de multicamadas, nos frascos de
Erlenmeyer contendo a massa micelial do fungo foram adicionados 100 mL da
dispersdo coloidal de ouro previamente preparada (descrito no procedimento
3.1) em cada frasco de Erlenmeyer (foram feitos em triplicata), iniciando a etapa

de recobrimento das hifas pelas nanoparticulas de ouro. Ap6s um periodo de
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quinze dias, as nanoparticulas de ouro foram retiradas e foram adicionadas 100
mL da dispersdo coloidal de prata. O procedimento para recobrimento iniciando
pelas nanoparticulas de prata foi realizado da mesma forma, sendo que apds
quinze dias, foram adicionados 100 mL da dispersédo coloidal de ouro. Também,
foi realizado o mesmo procedimento para 0s microtubos formados pela mistura
coloidal das duas nanoparticulas. Para ambos os experimentos, apos quinze dias
de adicdo da segunda dispersao coloidal, essa foi retirada e caracterizada por
MEV e microanalise (EDS). O tempo de quinze dias foi estabelecido, uma vez
que por estudos prévios, esse era 0 tempo necessario para que houvesse um bom
recobrimento das hifas. O esquema abaixo (Figura 3.4) apresenta
ilustrativamente as etapas de recobrimento das hifas pelas nanoparticulas. O
mesmo se aplica no procedimento em que o primeiro recobrimento é de

nanoparticulas de prata.
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FIGURA 3.4 - Esquema ilustrativo e fotos das etapas de formacdo do
material hibrido composto por multicamadas de nanoparticulas de ouro e de

prata.
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Foram analisados por microscopia eletrénica de varredura (Zeiss FEG
Supra 35 e Zeiss MEV DSM 940A com EDS para microanalise) os microtubos
contendo nanoparticulas de ouro e prata e nanoparticulas de ouro com tamanhos

diferentes.

4 - METODOS DE CARACTERIZACAO

4.1 - Difracado de Raios X

As nanoparticulas de ouro e de prata foram caracterizadas por difracdo de
raios X com o objetivo de caracterizar as estrutura cristalinas. Para tal, foi
utilizado um difratdbmetro Rigaku modelo DMax 2500PC, com radiagcdo CuKa
(A =1,5406 A), operando com voltagem de 40 kV, corrente de 40 mA, fenda
divergente 1,0 mm, fenda de coleta 0,2 mm, velocidade de varredura de 0,2 min™
em 20 e acumulacgéo para leitura a cada 0,02 segundos, operando na faixa de 26
de 35 a 85 graus. As amostras das nanoparticulas foram depositadas gota-a-gota
no substrato de silicio a partir da dispersdo coloidal, com posterior evaporagdo

do solvente a temperatura ambiente.

4.2 - Espectroscopia de Absorcao na Regido do UV-Vis

A banda plasmon das nanoparticulas de ouro e de prata sdo bem definidas.

Assim, para caracterizar as dispersdes colidais das nanoparticulas metalicas
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foram obtidos os espectros de UV-Vis das nanoparticulas de ouro e de prata a
partir dos respectivos coloides utilizando o espectrofotdmetro de duplo feixe
JASCO, na regido de 250 a 800 nm em cubeta de quartzo com 1 cm de caminho

optico, tendo a dgua destilada e deionizada como solvente.

4.3 - Microscopia Eletrénica de Varredura

As caracteristicas morfologicas das nanoparticulas metalicas bem como as
dos microtubos foram verificadas por microscopia eletronica de varredura. Foi
utilizado um microscépio Zeiss Supra 35VP com canhdo de emissédo de elétrons
por efeito de campo (FEG-SEM) trabalhando a 10 kV. As amostras foram
preparadas depositando parte da massa micelial no substrato de silicio, sendo
desidratadas a temperatura ambiente, sem auxilio de agentes dessecadores. A
amostra desidratada colocada diretamente no microscopio, sem qualquer

preparacdo especial prévia para anélise.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

O método de sintese de nanoparticulas metalicas escolhido para esse
trabalho foi 0 Método de Turkevich, também conhecido como Método Citrato,
proposto originalmente por Turkevich, em 1951%. Nesse método, ja& bem
estabelecido, ions de ouro (111) e de prata (1) séo reduzidos pelo citrato, em meio
aquoso, gque também atua como agente estabilizante da reacdo. Muito embora
haja diversos trabalhos que utilizam dessa estratégia como sintese de
nanoparticulas de ouro, o estudo da influéncia de alguns parametros que possam
interferir no tamanho médio das nanoparticulas, tais como a concentracdo de

citrato e a temperatura de sintese, ainda é bem escasso.

Assim, os resultados da primeira parte desse trabalho foram dedicados ao
estudo da influéncia da concentracdo de citrato no meio reacional e da
temperatura no tamanho médio das nanoparticulas de ouro. Foram determinadas
como material de estudo dos parametros selecionados as nanoparticulas de ouro,
uma vez que a sintese é bem consolidada na literatura e essas possuem um

melhor controle de tamanho.

A segunda parte do trabalho atentou-se para a formacgdo de microtubos
utilizando materiais biologicos, como biotemplates, interagindo com dois
diferentes tipos de nanoparticulas de metais nobres, que sédo elas, nanoparticulas
de ouro e nanoparticulas de prata. Trés tipos de microtubos foram estudados, a
saber, microtubos compostos por multicamadas de nanoparticulas de ouro e
posteriormente prata, microtubos contendo multicamadas de nanoparticulas de
prata e depois ouro e microtubos recobertos com uma mistura de ambas as

nanoparticulas metélicas.
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A Figura 5.1 mostra um esquema ilustrativo do recobrimento de cada tipo
de microtubo formado pela interacdo das nanoparticulas com a parede do fungo.
Em vermelho, é representado as nanoparticulas de ouro e em cinza, as

nanoparticulas de prata.

FIGURA 5.1 - llustragdo dos microtubos contendo diferentes
nanoparticulas metalicas. a) compostos de multicamadas de ouro e prata; b)

multicamadas de prata e ouro e ¢) mistura de nanoparticulas de ouro e prata.

5.1 - Microtubos com Nanoparticulas de Ouro de Diferentes

Tamanhos

5.1.1 - Efeito da Concentracéao de Citrato

De acordo com o Método de Turkevich, a relacdo estequiométrica agente
redutor:sal metalico de 3:1 ndo promove grande mudancas no tamanho final das
nanoparticulas, sendo que no trabalho de GORUP et al.>®> o tamanho das

nanoparticulas nessas condicdes foi de 22 nm. Assim, essa relacdo
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estequiométrica foi escolhida como a relacdo base para a formacdo das
nanoparticulas. Foi determinada a concentracdo do ion ouro (1) como sendo
0,1 mol L™, uma vez que o sal citrato de ouro possui baixa solubilidade. O
efeito da concentracdo de citrato no tamanho médio das nanoparticulas de ouro
foi avaliado, visto que ele é o agente estabilizante e redutor da reacdo de
oxirreducdo. A relacdo do sal de citrato e do HAuCl, utilizada para o estudo foi
de 4,5:1 e 3,5:1, respectivamente. Estas relagoes foram estabelecidas partindo do
pressuposto de que quanto maior a concentragdo de citrato no meio reacional,

menor o tamanho das nanoparticulas, devido a sua capacidade de reducéo.

A formacdo de nanoparticulas de ouro foi observada pela mudanca de
coloracdo do sistema reacional. A solucdo contendo os ions ouro (I1I) possui
coloracdo amarelo transldcido. Instantes apds a adicdo da solugdo-estoque de
citrato de sodio, a solucdo passou da cor amarelo-translicido para incolor. Cerca
de um minuto apds o inicio da reacdo, a coloracdo passou a ser violeta-escuro e,
a medida que a reacdo avancava, a cor passou a tender ao vermelho. Foi
observado que a dispersdo coloidal contendo a menor concentracdo de citrato
apresentava coloracdo em tons de violeta e aquela contendo a maior

concentracdo de citrato, tons de vermelho.

As hifas do fungo foram recobertas com as nanoparticulas e, apos quinze
dias, foram realizadas as imagens de MEV visando calcular o tamanho médio

das nanoparticulas sintetizadas nas diferentes condigdes.

Pelas imagens de MEV e seus respectivos histogramas (Figura 5.2) foi
possivel observar a formacao de nanoparticulas esferoidais com tamanho médio
de 14,4 nm e 18,0 nm nas condicBes de maior e menor concentracdo de citrato,
respectivamente. As nanoparticulas formadas mostraram alta homogeneidade de

forma e distribuicdo estreita de tamanho médio. As hifas recobertas pelas
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nanoparticulas de ouro com tamanho médio de 14,4 nm apresentaram, de acordo

com a Figura 5.3, microtubos com didmetro e comprimento homogéneo.

Sob as condigdes experimentais estudadas, a variacdo do tamanho das
nanoparticulas foi pequena. Um fator que pode ter influenciado nessa pequena
variacdo de tamanho € a formacdo de nucleos. A presenca de maior quantidade
de citrato no meio reacional pode ter influenciado a quantidade de nucleos
formados no inicio da reacdo, isto é, o citrato teria reduzido muitos ions ouro
(111) no inicio da reacdo, formando, portanto, grande quantidade de nucleos. Para
a menor concentracdo de citrato, essa quantidade de ndcleos formada pode ter
sido menor. Como a quantidade de ions reduzidos disponiveis € a mesma para
ambos 0s casos, quanto maior a quantidade de nudcleos, menor o tamanho da
nanoparticula, pois havera menor quantidade de ions reduzidos disponiveis para

a etapa de crescimento da particula.

18,047

10 15 20 25 30
Tamanho da particulas

10 15 20 25 30
Tamanho da particulas

FIGURA 5.2 - Imagens de MEV das nanoparticulas de ouro com
diferentes condicdes experimentais utilizadas para preparacdo dos microtubos de
ouro. a) nanoparticula sintetizada pela relacdo citrato:ouro 4,5:1 e b)

nanoparticula sintetizada pela relacéo citrato:ouro 3,5:1.
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FIGURA 5.3 - Imagens de MEV do material hibrido contendo

nanoparticulas de 14,4 nm em Vvarias magnificacbes, mostrando a

homogeneidade de forma, diametro do microtubo e comprimento.

Como a condicdo estudada ndo obteve nanoparticulas de expressivos
tamanhos diferentes, outro fator foi avaliado visando observar diferentes

tamanhos médio de nanoparticulas de ouro, a saber, temperatura de sintese.

5.1.2- Influéncia da Temperatura no Tamanho das

Nanoparticulas de Ouro

As sinteses das nanoparticulas de ouro foram realizadas em trés diferentes

temperaturas: 40 °C, 60 °C e 80 °C. Essas temperaturas foram escolhidas por
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estarem préximas da temperatura de sintese utilizada no Método de Turkevich,
por serem abaixo da temperatura de ebulicdo da dgua e por abrangerem a regiao
de inicio da sintese. O espectro de absorcdo na regido do UV-Vis, conforme é
mostrado na Figura 5.4, apresenta as bandas plasmon encontradas para as
nanoparticulas de ouro sintetizadas nessas temperaturas, sendo que todas

situaram em torno de 525 nm, regido caracteristica das nanoparticulas de ouro.
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FIGURA 5.4 - Espectro de absor¢do na regido UV-Vis das nanoparticulas
de ouro sintetizadas em 40 °C (vermelho), 60 °C (verde) e 80 °C (preto).

Os difratogramas de raios X (Figura 5.5) das nanoparticulas de ouro
sintetizadas nas diferentes temperaturas confirmaram a estrutura cristalina como

sendo cubica de face centrada para todas as temperaturas.
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FIGURA 5.5 - Difratogramas de raios X das nanoparticulas de ouro
sintetizadas a 40 °C, 60 °C e 80 °C.

As imagens de MEV apresentaram nanoparticulas de ouro com formato
regular e homogéneo (Figura 5.6). Pelos respectivos histogramas, é possivel
verificar a distribuicdo do tamanho dessas nanoparticulas, bem como determinar
o tamanho médio. Observa-se que para as nanoparticulas sintetizadas a 40 °C, o
tamanho médio encontrado foi de 21,3 nm, tendo um alargamento basal na
distribuicdo do tamanho. Para a sintese em 60 °C, o tamanho médio das
nanoparticulas foi de 15,8 nm e para 80 °C, foram encontradas nanoparticulas de
tamanho medio de 11,5 nm, sendo que nessa temperatura foi observada uma

menor faixa de distribuicdo de tamanho de particulas.
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FIGURA 5.6 - Imagens de MEV das nanoparticulas de ouro preparadas
em diferentes temperaturas. a) 40 °C, ¢) 60 °C e e) 80 °C.

Considerando a maior temperatura de sintese, 80 °C, determinado numero
de nucleos foi formado pela reducédo dos ions ouro (I11) e, a medida que a reacao
avancava, esses nucleos foram crescendo, consumindo os ions presentes no meio
reacional. No entanto, para baixas temperaturas, como no caso de 40 °C para
esse experimento, a quantidade de nucleos formados foi menor, o que fez com

que os ions ainda nédo reduzidos fossem consumidos por esses poucos nucleos,
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formando particulas de maiores tamanhos, uma vez que a concentracdo de ions

ouro (1) era a mesma em todas as sinteses.

5.2 - Formacdo de Multicamadas

A segunda parte do trabalho foi direcionada a formacdo de microtubos
contendo multicamadas de nanoparticulas de ouro e de prata sobre as hifas do
fungo Aspergillus aculeatus, originando trés diferentes tipos de microtubos,

conforme ja descritos nessa Dissertacdo em secdes anteriores.

5.2.1 - Sintese e Caracterizacdo das Nanoparticulas de Ouro

e de Prata Utilizadas no Preparo dos Microtubos

A solucdo-estoque contendo ions ouro (I11) possui uma coloracdo amarela
bem caracteristica. Apos a adicdo do sal de citrato, 0 meio reacional adquiriu
uma coloracdo violeta escuro e, a medida que a reacdo prosseguia, 0 meio
reacional tornou-se vermelho intenso, o que indica a formacao de nanoparticulas
de ouro. Ja para a prata, a solucdo-estogue era incolor e, a medida que a reacdo
avancava, a coloracdo amarela &mbar que se torna visivel a aproximadamente 4
minutos de reacdo, tornava-se mais intensa. Ao final de 12 minutos, a dispersao
estava com uma coloragcdo amarela opaca. Nesse momento, pode-se observar a
formacdo de pequenos aglomerados de coloracdo prata, cor caracteristica da
formacdo desses aglomerados.
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Foram feitas as caracterizacdes das dispersdes coloidais de ouro e de
prata. O espectro de absor¢édo na regido do UV-Vis das nanoparticulas de ouro
sintetizadas a temperatura de 90 °C apresenta uma banda plasmon em 523 nm. A
banda plasmon em 421 nm é referente a formacdo das nanoparticulas de prata.
Ambas as bandas sdo bem definidas para as nanoparticulas de metais nobres, no
caso, ouro e prata, sendo um dos métodos mais amplamente utilizados para

identificacdo desse tipo de nanoparticula (Figura 5.7).

Coeficiente de Extincdo

300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda/nm

FIGURA 5.7 - Espectro de absorcdo na regido do UV-Vis das

nanoparticulas de ouro (vermelho) e de prata (cinza) sintetizadas a 90 °C.

Para analise do tamanho e morfologia das nanoparticulas de ouro e de
prata, antes de coloca-las em contato com o fungo, foram feitas caracterizacbes
utilizando microscopia eletronica de varredura. As dispersdes coloidais das
nanoparticulas foram depositadas gota-a-gota no substrato de silicio e secadas a
temperatura ambiente. Para a nanoparticula de prata, o tamanho médio das

particulas foi de 32,4 nm. Ja para as nanoparticulas de ouro, o tamanho médio
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encontrado foi de 14,9 nm. (Figura 5.8) Embora a temperatura e o tempo de
sintese sejam 0s mesmos, a divergéncia do tamanho das nanoparticulas esta na
reducdo dos ions metalicos. Cerca de 50 % dos ions prata (I) reduzem durante a
reacdo, formando poucos nucleos. Assim, & medida que os ions vao reduzindo,
esses poucos nucleos formados tendem a crescer, 0 que ndo ocorre com 0 Ouro.
Os ions sdo reduzidos durante a reacdo, portanto, varios nicleos podem ser
formados, gerando particulas de menores tamanhos. A alta reatividade do sal de
ouro com o citrato pode estar associada aos potenciais de reducdo, conforme foi

apresentado nas equacoes 1.4 e 1.5 (Secao 1.4.1).
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FIGURA 5.8 - Imagens de MEV e o0s respectivos histogramas das
nanoparticulas sintetizadas a 90 °C, utilizadas para preparar o material hibrido,

sobre substrato de silicio. a) nanoparticulas de prata e b) nanoparticulas de ouro.

Observa-se que o sal de ouro é mais facilmente reduzido pelo citrato que o
de prata, ao comparar as equacdes 1.4 e 1.5, e essa diferenca de potencial entre
os dois sais, muito embora estejam nas mesmas condicdes de sintese, 0s
resultados sdo diferentes quanto ao tamanho de particula, tempo de reacéo e

rendimento. Vale ressaltar que outros parametros devem ser levados em
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consideracdo no que tange a reatividade, tais como concentracdo, temperatura,

mecanismos de reagao, pH.

Os difratogramas de raios X das nanoparticulas de ouro e de prata (Figura
5.9) confirmam a estrutura cristalina como sendo cubica de face centrada para
ambas. O substrato de silicio, utilizado para depositar as nanoparticulas, era
recoberta por uma fina camada de platina, o que foi suficientemente expressiva
para gerar um pico intenso no difratograma. Pelo difratograma, pode-se observar
que os picos referentes as nanoparticulas de ouro e de prata estdo praticamente
na mesma posicdo, pois possuem a mesma estrutura cristalina. Dessa forma,
pode-se concluir que a técnica ndo e eficiente para distinguir a presenca de

ambas as nanoparticulas em um material.
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FIGURA 5.9 - Difratograma de raios X das nanoparticulas de ouro

(vermelho) e prata (preto) sintetizadas a 90 °C.
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5.2.2 - Microtubos Compostos de Multicamadas

As estruturas filamentosas que originaram os microtubos foram formadas
pela germinacdo dos esporos e crescimento das hifas. ApOs as etapas
apresentadas no procedimento experimental (Secdo 3), o meio de cultura foi

retirado e foram adicionadas as dispersoes coloidais.

Os microtubos foram preparados com multicamadas de diferentes
nanoparticulas, sendo variada a ordem dessas. Primeiramente, foi adicionada a
disperséo coloidal de ouro e depois, de prata. Outro experimento foi realizado
com adicdo da dispersédo coloidal de prata e depois, de ouro e por fim, a mistura

de ambas.

5.2.2.1 - Microtubos Formados por Nanoparticulas de

Ouro e de Prata

Apos a etapa de crescimento do fungo, foi adicionada a disperséo coloidal
de ouro e o sistema foi deixado em repouso a temperatura ambiente por quinze
dias. Passados os quinze dias, o liquido, que continha uma baixa quantidade de
nanoparticulas dispersa (pois grande parte recobriu as hifas), foi retirado. Em
seguida, foi adicionada a dispersdo coloidal de prata e deixado nas mesmas
condicbes anteriores por mais quinze dias. O material hibrido formado foi

caracterizado por MEV e microanalise (Figuras 5.10 e 5.11).
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FIGURA 5.10 - Imagens de MEV do material hibrido composto por

camadas alternadas de nanoparticulas de ouro e de prata no fungo Aspergillus

aculeatus.
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FIGURA 5.11 - Imagens de MEV e mapeamento em 2D por EDS do

material hibrido composto por camadas de ouro e prata, respectivamente,
formando os microtubos. a) MEV do material hibrido. Imagem do mapeamento
em 2D por EDS de b) Si Ka, c) Ag Lal e d) Au Mb.

Analisando as imagens de MEV e de microanalise (Figura 5.11), observa-
se gue tanto as nanoparticulas de ouro quanto as nanoparticulas de prata estdo
presentes nas hifas do fungo Aspergillus aculeatus, uma vez que o contraste das
imagens € perceptivel nos mapeamentos de EDS, inferindo que ha
homogeneidade na distribuicdo das nanoparticulas no material hibrido. Pode-se
observar, também, que o contraste das nanoparticulas de ouro € maior que o das
nanoparticulas de prata, mostrando que a quantidade presente daquelas s&o

maiores.
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5.2.2.2 - Microtubos Formados por Nanoparticulas de

Prata e de Ouro

O procedimento para formacdo dos microtubos com nanoparticulas de
prata e ouro, nessa ordem, foi executado da mesma forma com o que foi
realizado para os microtubos contendo primeiramente nanoparticulas de ouro e

depois de prata. Os microtubos foram caracterizados por MEV e microanalise.

As figuras 5.12, 5.13 e 5.14 apresentam as imagens de MEV de diferentes

regides do micélio fingico com seus respectivos mapeamento em 2-D de EDS.

FIGURA 5.12 - Imagens de MEV e mapeamento em 2D por EDS do
material hibrido composto de camadas de prata/ouro formando os microtubos. a)
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MEV do material hibrido, b) Imagem em 2D de EDS do Si Ka, ¢) Imagem em
2D de EDS do Ag Lal, d) Imagem em 2D de EDS do Au Mb.

FIGURA 5.13 - Imagens de MEV e mapeamento em 2D por EDS do
material hibrido composto de camadas de prata/ouro formando os microtubos. a)
MEV do material hibrido, b) Imagem em 2D de EDS do Si Ka , ¢) Imagem em
2D de EDS do Ag Lal, d) Imagem em 2D de EDS do Au Mb.
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FIGURA 5.14 - Imagens de MEV e mapeamento em 2D por EDS do
material hibrido composto de camadas de prata/ouro formando os microtubos. a)
MEV do material hibrido, b) Imagem em 2D de EDS do Si Ka, c¢) Imagem em
2D de EDS do Ag Lal, d) Imagem em 2D de EDS do Au Mb.

Comparando as imagens de MEV e microanalise das figuras 5.12, 5.13 e
5.14, observa-se que existem hifas recobertas com predominancia de prata, hifas
com predominancia de ouro e com a presenca das duas nanoparticulas. A figura

5.15 ilustra uma possivel explicacéo desse recobrimento irregular.
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FIGURA 5.15 - Esquema ilustrativo do recobrimento das hifas pelas

nanoparticulas de prata/ouro e imagens de MEV desses recobrimentos.
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Ao adicionar a dispersdo coloidal de prata na massa micelial, o fungo
entra em contato com essas nanoparticulas, que recobre a sua superficie. O
segundo recobrimento da-se pelas nanoparticulas de ouro, onde ha a formacéo
da multicamada prata/ouro. No entanto, na presenca de macronutrientes, tais
como o citrato, as hifas podem crescer, mesmo apos a adicdo das dispersdes
coloidais. Aquelas hifas que cresceram apos a retirada da dispersao coloidal de
prata entraram em contato apenas com a dispersdo coloidal de ouro, o que fez
com que em sua superficie ficassem aderidas apenas tais nanoparticulas.
Considerando tais observacdes, dependendo da regido em que se é realizada as
imagens e as microanalises, pode haver ou ndo a presenca das nanoparticulas e,
portanto, a presenca ou ndo das camadas contendo diferentes particulas. Assim,
possivelmente, as hifas do centro da massa micelial contém maior quantidade de
nanoparticulas de prata, as intermediarias, contém as duas nanoparticulas e as
hifas mais externas, somente nanoparticlas de ouro. Nesse trabalho, foram

encontradas as trés regioes.

Por fim, foram avaliadas hifas contendo uma mistura coloidal de
nanoparticulas de ouro e de prata. A Figura 5.16 mostra imagens de MEV com

microanalise por EDS dessas hifas.

Na mistura coloidal composta de nanoparticulas de ouro e de prata, foi
possivel observar uma leve organizacdo de ambas as nanoparticulas nas hifas do
fungo. Embora a quantidade de nanoparticulas recobrindo as hifas ndo seja
expressiva, pode-se comprovar a possibilidade de se formar microtubos
contendo multicamadas de diferentes tipos de nanoparticulas, depositadas como
mistura coloidal de duas dispersdes coloidais preparadas previamente e

separadamente.

Foram encontrados, portanto, trés distintas regies no micélio com

diferentes recobrimentos. A possibilidade de se recobrir as hifas com diferentes
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nanoparticulas abre portas para 0 recobrimento com outros tipos de

nanoparticulas, sejam estas inorganicas ou organicas.

FIGURA 5.16 - Imagens de MEV e mapeamento em 2D por EDS do

material hibrido formado pela adicdo de uma dispersdo coloidal contendo uma

mistura de nanoparticulas de ouro e de prata. a) MEV do material hibrido.
Imagem em 2D de EDS de b) Si Ka, c) de Ag La e d) de Au.
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6 - CONCLUSOES

Os resultados obtidos mostraram a possibilidade de formacgdo de
multicamadas de diferentes nanoparticulas metalicas nos microtubos utilizando
fungos como biotemplates, sejam essas multicamadas do tipo multilayer-by-

multilayer ou uma mistura coloidal de nanoparticulas.

A homogeneidade de forma e espessura € obtida na auséncia de
crescimento do fungo durante o processo de recobrimento das hifas com as
nanoparticulas. Devido a esse crescimento diferenciado, trés diferentes regides
foram encontradas no micélio, referentes a exposicdo das hifas na dispersdo

coloidal.

O uso de antibioticos e radiacdo UV-Vis foram considerados, todavia, por
causa de sua baixa eficiéncia, foram descartados tais possiblidades de uso.
Também, foi considerado o uso metanol, entretanto, esse desnatura o fungo

antes mesmo da adicao das nanoparticulas metalicas.

Ndo foi possivel formar as multicamadas expressivas de diferentes
tamanhos de nanoparticulas de ouro, contudo, os resultados obtidos até o

momento da suporte aos proximos estudos na area.

As imagens de MEV referentes a organizacdo de uma mistura coloidal de
diferentes nanoparticulas metalicas abre um campo de inumeras possibilidades
em relacdo ao recobrimento de diferentes tipos de nanoparticulas, sejam essas de

carater inorganico ou organico.
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