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RESUMO

Nanoparticulas de ouro e paladio (NPs-AuPd) foram obtidas com a redugao
seqliencial do cloreto de paladio (PdCl:) sobre fungos filamentosos contendo
nanoparticulas de ouro (NPs-Au) previamente depositadas em sua superficie. Nesta
tese, foi investigada a sintese e caracterizagao de bio-hibridos fungos decorados com
NPs-AuPd formados pelas espécies de fungo Phialomyces macrosporus, Trichoderma sp,
Penicillium sp e Aspergillus niger. Inicialmente, foram efetuados testes para avaliar a
aplicabilidade destes novos materiais em reagdes de interesse industrial como a
reagao de hidrogenagao do 2-metil-3-buten-2-ol (MBE), a oxidacao do alcool crotilico
e reacao de Suzuki entre o iodo-benzeno e o acido fenilboronico. Destes testes
verificou-se que o Trichoderma sp [citrato]:[Au*] = 2,0 apresentou 99% de conversao
para a hidrogenacao do MBE utilizando agua e metanol como solvente, com isso os
estudos de aplicacdo dos bio-hibridos seguiram-se utilizando a reagdao de
hidrogenacao do MBE. Os estudos seguintes de hidrogenacdo do MBE foram
efetuados utilizando apenas dgua como solvente, a temperatura ambiente. Os testes
no escuro e na presenca de luz mostraram que a luz visivel aumentou a eficiéncia
catalitica dos bio-hibridos A.niger/NPs-AuPd de 60 para 99%. O bio-hibrido
A.niger/NPs-AuPd razao molar [citrato]:[Au*]=7,1 apresentou porcentagem de
conversao = 60%, este valor esta diretamente relacionado com a quantidade de NPs-
AuPd que este fungo foi capaz de assimilar e também com o estado de agregacao das
NPs-Au previamente depositadas na superficie dos fungos, que corroboram com os
calculos de % atomica obtidos com o EDX. Um experimento controle submetendo os
bio-hibridos a duas horas de agitacao 1200 RPM em temperatura ambiente mostrou
que estes materiais mantém a sua estrutura microtubular e a estabilidade das NPs.
Os bio-hibridos apresentaram elevada redugao na eficiéncia catalitica apos 4 ciclos de
hidrogenagao, o P.macrosporus/NPs-AuPd teve uma reducao de 94,4%, o Trichoderma

sp/NPs-AuPd 63,2%, o Penicillium sp 62,5% e o Aspergillus niger 98,7%.



ABSTRACT

Gold and palladium core-shell nanoparticles (AuPd-NPs) were obtained with
the sequential reduction of the palladium chloride (PdClL) over filamentous fungi
containing gold nanoparticles (Au-NPs) previously deposited on its surface. In this
thesis, we investigated the synthesis and characterization of fungal decorated with
AuPd-NPs formed by the fungus species Phialomyces macrosporus, Trichoderma sp,
Penicillium sp and Aspergillus niger. Initially, tests were carried out to evaluate the
applicability of these new materials to reactions of industrial interest such as the
hydrogenation reaction of 2-methyl-3-buten-2-ol (MBE), the oxidation of crotyl
alcohol and Suzuki's reaction between iodine-benzene and phenylboronic acid. From
these tests it was found that Trichoderma sp [citrate]: [Au 3 *] = 2.0 presented 99%
conversion to the hydrogenation of MBE using water and methanol as solvent, with
this results the following applications studies of bio-hybrids were using the
hydrogenation reaction of MBE. In the next step, MBE hydrogenation studies were
performed using only water as solvent at room temperature. Tests in the dark and
under visible light showed an increase of the catalytic efficiency of A.niger / NPs-
AuPd bio-hybrids from 60 to 99%. The bio-hybrid A.niger / NPs-AuPd molar ratio
[citrate]: [Au® *] = 7.1 showed conversion percentage = 60%, this value is directly
related to the amount of NPs-AuPd this fungus was able to assimilate and also with
the state of aggregation of the Au-NPs previously deposited on the surface of the
fungi, which corroborate with the % atomic calculations obtained with EDX. A
control experiment subjecting the bio-hybrids to two hours of stirring 1200 RPM at
room temperature showed that these materials maintain their microtubular structure
and the stability of the NPs. The bio-hybrids showed a high reduction in catalytic
efficiency after 4 cycles of hydrogenation, P.macrosporus /| NPs-AuPd showed 94.4%
of reduction, Trichoderma sp /| NPs-AuPd 63.2%, Penicillium sp 62. 5% and Aspergillus
niger 98.7%.
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1.0 INTRODUCAO

1.1 ESTUDOS ANTERIORES E MOTIVACAO DESTE TRABALHO

Através de estudos anteriores (FONTES, 2012; FONTES et al., 2014), foi
possivel constatar que fungos da espécie P.macrosporus, Trichoderma sp, Penicillium sp
e Aspergillus niger cultivados em solug¢des contendo NPs-Au foram capazes de
assimilar estas NPs em sua parede celular. Verificou-se que o citrato apresentou um
papel fundamental como estabilizante das NPs-Au, como fonte de carbono para os
fungos e também como um agente modulador para o estado de agregacao das NPs-

Au sobre os microrganismos.

Assim, através da modificacdo da concentracdo de ions citrato na solugdo
contendo NPs-Au, variando a razao molar [citrato]:[Au?*] = 0,3; 2,0; 3,7; 7,1; 17,3, foi
possivel modular a forca i6nica do meio e a dupla camada elétrica na superficie das
NPs-Au (FONTES et al., 2014). Devido a fraca interacao entre os ions citrato e as NPs-
Au, sup0s-se que componentes presentes na parede celular (aminodcidos, cadeias de
polissacarideos e (3-glucanas) deslocaram os ions citrato que nao foram consumidos
pelos fungos durante o seu crescimento, ligando-se diretamente na superficie das
NPs. Desta maneira, NPs-Au permaneceram estabilizadas estericamente pelos bio-

polimeros presentes na parede celular durante os processos fisiologicos.

Nas soluc¢oes com baixas concentracoes de ions citrato ([citrato]:[Au®*] = 0,3;
2,0), o crescimento do fungo provocou a exaustao destes ions proximos a parede
celular, causando desestabilizagao elétrica das NPs-Au, as quais permaneceram
espacadas mesmo apds deposicaio na parede do fungo (SUGUNAN, MELIN,
SCHNURER, et al., 2007; FONTES et al., 2014).

No entanto, hibridos cultivados em solug¢des apresentando concentragdes mais
altas de ions citrato mostraram uma densa camada metalica, com NDPs-Au
interconectadas sobre o microrganismo. Sob estas circunstancias, o aumento da forca
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idnica conduz a contragio da dupla camada elétrica das NPs-Au, reduzindo a
repulsdo eletrostatica entre as particulas, a qual usualmente é acompanhada pela
desestabilizagao de NPs (CHE MAN et al., 2014). Durante o crescimento dos fungos
em solugdes com forga idnica elevada, o componente metalico formou aglomerados

aprisionados nos constituintes da parede celular (FONTES et al., 2014).

Além disso, os bio-hibridos quando calcinados até 800 °C formam MTs-Au
com a imitacao fiel da morfologia dos fungos apds serem completamente degradados
(FONTES et al., 2014). Contudo, estes microtubos formados por ouro e mesmo
quando em forma de NPs-Au encontram limitagdes para a aplicagao na catalise. O
ouro em sua forma massiva (bulk) é quimicamente inerte, e as NPs-Au apresentam

aplicagOes cataliticas apenas quando seu tamanho se encontra abaixo de 5 nm

(HARUTA et al., 1987, HARUTA, 2003; HVOLBZK et al., 2007).

No entanto, estudos utilizando as NPs-Pd vém sendo bem mais aplicadas
como catalisadores eficientes para diferentes tipos de reagdes, tais como Suzuki
(PEREZ-LORENZO, 2012), Heck (CHANDRASEKHAR E NARAYANAN, 2011),
para reagdes de oxidagao de alcoois (MIFSUD et al., 2010), reagdes de hidrogenacao
(NIU et al., 2001), principalmente por nao apresentarem limitagdes de tamanhos para

suas aplicagOes na catalise, contrariamente do que ocorre com as NPs-Au.

Assim, a idéia proposta foi obter bio-hibridos formados por NPs-Pd para
aplica-los em reagoes de catalise. No entanto, as NPs-Pd apresentam efeito toxico
para microrganismos (BIGALL et al., 2008). Por exemplo, através de testes de
inibicao realizados com a bactéria S. aureus utilizando solugoes de concentragao 10
M, Adams et al., 2014 reportaram que NPs-Pd com tamanhos 2,5 nm e 3,1 nm

inibiram significativamente o crescimento da S. aureus.

Os fungos selecionados mostrados nesta tese apresentaram inibi¢ao em seu
crescimento quando foram cultivados em solugdes contendo NPs-Pd. As imagens

MEV e MET revelaram que houve assimila¢do interna destas NPs pela espécie
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Penicillium sp. Além disso, depois do cultivo dos fungos em NPs-Pd foi verificada a
presenca de enxofre principalmente nas espécies P.macrosporus e A.niger,
provavelmente proveniente da parede celular (JOHNSTON, 1965) ou do
metabolismo fangico (MYUNG et al, 2008). O enxofre é considerado um
contaminante potencial para catalisadores de Pd (ANGELES-WEDLER et al., 2008).

Assim, com o intuito de obter bio-hibridos revestidos com palddio, mas sem
perder as caracteristicas dos fungos filamentosos como suporte biologico (tais como
uniformidade das hifas, estruturas de reproducdo e formas estruturais tnicas, sua
ampla versatilidade e diversas vantagens de aplicagdes) (PELCZAR ]JR, 2005;
BIGALL et al., 2008, ZHU et al., 2016). A idéia de utilizar as NPs-Au como um
“revestimento protetor” para os fungos e depois deposita-los com NPs-Pd foi entao
aplicada como uma maneira de evitar a inibicdo do crescimento dos fungos e
sobrepor a baixa assimilacdo destes pelas NPs-Pd, bem como evitar contaminagao
por enxofre proveniente dos fungos. Uma nova metodologia de sintese para a
obtencao de bio-hibridos bimetalicos foi entao desenvolvida, e estes materiais foram
aplicados em diferentes tipos de reagdes para estudos da cinética e catdlise

envolvida.

Neste trabalho entado, prop0s-se a) cultivo de fungos em solugao de NPs-Au; b)
reducao seqiiencial de NPs-AuPd utilizando redutor fraco (dcido ascorbico); c)
producao de NPs-AuPd na superficie de fungos filamentosos que sao bastante ativas

cataliticamente, fato inédito; d) caracterizacao dos bio-hibridos e e) testes cataliticos.

A aplicagao de NPs em solugao ainda permanece limitada pelas dificuldades
de separa-las do seu meio, por isso as aplicagdes das mesmas em sua maioria
requerem a utilizacdo de superestruturas como suportes (BIGALL, 2010).
Atualmente, diferentes tipos de abordagens que envolvem a utilizacdo de
microrganismos incluindo fungos como suportes biologicos para a deposicao de

diferentes tipos de nanoparticulas tém sido aplicados. Por exemplo, os fungos podem
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servir como suporte para deposicdo de NPs tais como polianilina (WANG et al.,
2015), politiofeno (LIU et al., 2008), e serem aplicadas de diferentes maneiras como
eletrodos, sensores (SHARMA e SRIVASTAVA, 2013), e como catalisadores. Esta

ultima abordagem vem sendo bastante investigada (BIGALL et al., 2008).

Os Dbio-hibridos bimetdlicos fungos@NPs-AuPd foram sintetizados
primeiramente através da metodologia ja desenvolvida pelo nosso grupo nas razdes
molares [citrato]:[Au*] =0,3; 2,0; 3,7; 7,1; 17,3 e em seguida fungos contendo NPs-Au
foram aplicados como precursores para a deposicao das NPs-Pd (Figura 01). Esta
deposicao foi efetuada seguindo metodologia andloga a de Balcha et al., 2011, com
algumas modificagdes. Os bio-hibridos foram caracterizados por MEV-EDX, MEV de
alta resolucao, MET-EDX, DRX e TG, além disso, foram aplicados em diferentes tipos

de reagdes como reagao de Suzuki, oxidagao e hidrogenacao.

Figura 01. Esquema proposto para a formagao do material hibrido Fungo@

NPs Au-Pd

Parte da motivacao deste trabalho teve origem no fato de que os estudos e
aplicagoes de materiais bio-hibridos ainda é uma area pouco explorada no pais. A
importancia no controle da deposicio de NPs nestes materiais ¢ um fator
preponderante para evitar desperdicios de reagentes. Estudos de reutilizacao destes
bio-hibridos também foram realizados e propriedades cataliticas dos bio-hibridos

puderam ser moduladas de acordo com a quantidade de metal depositada.
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Esta tese de doutorado foi dividida basicamente em seis partes principais. O
capitulo 3 é constituido por uma revisao de literatura sobre NPs-Pd, NPs-AuPd, suas
propriedades e principais aplicagdes e também se destaca os materiais bio-hibridos
formados for fungos e NPs, suas propriedades e principais aplicagdes na catalise. No
capitulo 4 tem-se a parte experimental, os procedimentos, equipamentos utilizados
para as caracterizagdes. O capitulo 5 apresenta os resultados e discussdes, estd
subdividido em 5 sec¢des seguindo uma ordem cronologica dos experimentos,
apresentando fundamentos e discussdes que se complementam a cada se¢ao. O

capitulo 6 descreve sugestoes para trabalhos futuros.

26



2.0 OBJETIVOS

2.1 GERAIS

Demonstrar a viabilidade de formagcdao dos bio-hibridos fungos
filamentosos/NPs bimetalicas AuPd, sua caracteriza¢ao rigorosa e posterior estudo
catalitico de algumas reagdes de interesse industrial como as reagdes de

hidrogenagao e oxidagao de alcoois, e reagao de Suzuki.

2.2 ESPECIFICOS

* Sintetizar NPs-Au variando a concentracao de ions citrato nas razoes
molares [citrato]:[Au*]=0,3; 2,0; 3,7, 7,1, 17,3;

* Sintetizar NPs-AuPd através da reducgao seqiiencial com algumas
modifica¢oes da metodologia de Balcha et al., 2011;

* Analisar morfologicamente as espécies de fungos e avaliar o estado de
agregacao das NPs na parede celular dos mesmos através de MEV e MET.

* Estimar via andlise semi-quantitativa os metais ouro e paladio
presentes via EDX;

* Analisar o comportamento térmico das amostras contendo NPs-Au e
Pd;

* Aplicar os bio-hibridos nas rea¢des de hidrogenacao e oxidagao de
alcoois, na reagao de Suzuki e verificar em qual das reagdes o material
hibrido € mais efetivo, correlacionando a sua efetividade com a quantidade
de ouro e paladio presente nestes materiais;

* Verificar a eficiéncia catalitica quanto as i) espécies de fungos aplicadas
ii) variacdo das razdes molares [citrato]:[Au*] = 0,3; 2,0; 3,7; 7,1; 17,3; como
uma fungao da afinidade dos fungos pelas NPs-Au e Pd;

¢ Analisar a eficiéncia de reciclabilidade dos bio-hibridos.
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3.0 REVISAO DE LITERATURA

3.1 PROPRIEDADES DAS NPs-Pd

O palddio é um importante catalisador para uma ampla variedade de
processos industriais (COTTON, 1997). O desenvolvimento de catalisadores que
apresentem elevado desempenho tem sido requerido devido ao crescente aumento
da demanda de novos materiais, e como resultado, sinteses que controlam a forma e
o tamanho das particulas tem sido investigadas (CHEONG et al., 2010; GAO et al.,
2015).

Particularmente, NPs-Pd apresentam propriedades importantes e vem
desempenhando importante papel dentro de uma ampla faixa de aplicagdes na
catalise, eletronica, producao de energia, sintese quimica, e limpeza do ambiente

(JANA et al., 2001; BARNARD et al., 2005 MANOCCHI et al., 2010).

As variagdes nas propriedades fisico-quimicas que surgem em func¢dao do
tamanho e da forma das particulas de palddio em nanoescala sao provenientes
principalmente dos efeitos de superficie, do seu baixo nimero de coordenagao e da

estabilidade das NPs (RODUNER, 2006a; SAU et al., 2010).
3.1.1 Efeitos de superficie

As NPs apresentam elevada reatividade porque uma proporgao de atomos
relativamente alta esta presente em sua superficie enquanto que em uma particula
grande a maioria dos 4tomos ocupa o volume interno. A influéncia dos efeitos de
superficie nas NPs ¢ um fator significativamente maior comparada com aquelas

particulas do material massivo (BE] et al., 2016).

Os efeitos de superficie dependem da fracdo de atomos na superficie,
conhecida como dispersao (simbolizada pela letra F na Figura 02) que é medida em

funcao da area superficial dividida pelo volume da NP (RODUNER, 2006b). Os
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atomos presentes da superficie de uma particula possuem menos vizinhos diretos
que os atomos internos da matéria estendida (bulk). Além disso, particulas com maior
fragao de atomos na superficie possuem menor niumero de coordenacao (o qual esta
relacionado com o nimero de atomos vizinhos). Ja os atomos no interior da matéria
estendida (bulk) sao mais altamente coordenados, formam mais ligagdes e sao mais

estaveis que aqueles encontrados na superficie (RODUNER, 2006b).
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Figura 02. Variacao da dispersdao (F) em fungao do numero de atomos (n).

Adaptado de Roduner, 2006b.

Analisando a Figura 02, para uma particula ctibica hipotética, verifica-se que a
dispersao (F) diminui a medida que aumenta o nimero de dtomos do material; os
atomos dos vértices sao menos saturados que aqueles das arestas, seguido daqueles
da superficie plana e os completamente saturados estdo presentes no interior da
particula. Por causa disso, os vértices dos dtomos apresentam maior afinidade pelas
moléculas adsorvidas, seguidos daqueles das arestas e por ultimo das superficies
planas, apresentando propriedades que sao bastante importantes para reagoes

cataliticas (RODUNER, 2006Db).

A maior razao superficie por volume das NPs comparadas com seus
correspondentes massivos tem atraido elevada atencdo para as suas aplicagOes
cataliticas, porque uma menor quantidade de materiais pode ser utilizada, e um

aumento da atividade catalitica pode ser atingido para uma mesma massa de
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material (AN e SOMOR]JAI, 2012; HAGEN, 2015c). Além dos efeitos de tamanho, as
formas das NPs também sdo importantes para o desempenho catalitico, o qual tem
sido reportado ser altamente dependente dos planos cristalograficos presentes na
superficie das NPs (TANAKA et al., 2011). A cristalinidade do metal determina o
numero de sitios cataliticos por unidade de area da superficie, a qual por sua vez
governa a atividade catalitica (BEJ et al., 2016). Os planos (111) presentes nas
superficies das NPs —Pd sdao os mais ativos cataliticamente (NARAYANAN e EL-
SAYED, 2005).

3.1.2 Estabilidade das nanoparticulas

As propriedades do material a ser obtido sdao dependentes da forma e da
distancia de interacdo entre as NPs, que é dada em fung¢ao das caracteristicas do

estabilizante (LINK e EL-SAYED, 2003).

Devido a sua baixa estabilidade dificilmente estas NPs encontram-se isoladas
(HALPERIN, 1986). E necessaria uma estabilizacio extra (NAGARAJAN e HATTON,
2008 ), para manter as NPs distantes umas das outras, e assim obter um controle
rigoroso sobre a dispersao do meio. A passivagao ou estabilizagao das nanoparticulas
pode ser efetuada pelos seguintes mecanismos: carregando-as eletricamente de
maneira uniforme ou incorporando-as em uma matriz para evitar processos de

agregacao fisica e reatividade quimica (NAGARAJAN e HATTON, 2008 ).

A estabilizacao eletrostatica [Figura 03 (a)] de uma solugdo coloidal de
nanoparticulas é descrita pela teoria de Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek
(DLVO), a qual retrata que a estabilidade do sistema ¢ determinada pelo balanco
entre as forcas atrativas de van der Waals e repulsivas eletrostaticas (MURCIA e
NAUMANN, 2007). Dessa forma, as NPs se mantém estaveis se a intensidade das
forcas eletrostaticas repulsivas for maior que a intensidade da forca atrativa de van
der Waals, ou seja, as nanoparticulas nao se agregam se possuirem uma densidade

de carga suficiente em sua superficie (MURCIA e NAUMANN, 2007).
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Por outro lado, quando as NPs sao incorporadas em uma matriz como
biopolimeros ou dendrimeros, ocorre estabilizagao por efeito estérico [Figura 03 (b)]
(SPERLING e PARAK, 2010). As camadas poliméricas, macromoléculas ou
tensoativos nao ionicos adsorvidos na superficie, promove a repulsao inter-particula
através do efeito estérico. Em alguns casos sao utilizados os polieletrdlitos que
podem estabilizar as NPs tanto pelo efeito repulsivo das cargas como também por

efeito estérico (PETER et al., 2002; MURCIA e NAUMANN, 2007).
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Figura 03. Esquema que mostra a estabilizacio eletrostatica de NPs. a) fons
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podem adsorver na superficie das nanoparticulas criando uma dupla camada elétrica
que fornecem repulsdes coulombicas evitando a agregacao. b) Estabilizagao por
efeito estérico que é obtida através da adsorcao de longas cadeias de polimeros ou

macromoléculas na superficie das nanoparticulas. Adaptado de Aiken e Finke, 1999.

No entanto, para o estudo em aplicagOes cataliticas, quanto maior a passivagao
das NPs promovidas por agentes estabilizantes, uma menor fracdo da sua superficie

estard disponivel para as reagOes resultando numa reduc¢do da sua atividade

catalitica (LI e EL-SAYED, 2001).
3.1.3 Aplicac¢oes das NPs-Pd na catalise

Nanoparticulas de paladio tem recebido atencao particular devido a notavel
eficdcia deste metal como catalisador, por exemplo, para rea¢des de hidrogenacao
(DOYLE et al., 2003; BENNETT et al., 2010; LUDWIG et al., 2011a), oxidacao de
alcoois (LEE et al., 2007, ZHANG et al., 2011, WANG et al, 2016), Suzuki
(NARAYANAN e EL-SAYED, 2005; GU et al., 2015). Na Tabela 01 sao mostradas as

trés reagOes que foram aplicadas neste trabalho.
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Tabela 01. ReagOes catalisadas por NPs-Pd de interesse deste trabalho.

Reagente Produto tipo de reacao

H o
HC X""oH | Oxidagao do
3 H3C)\/\\H

alcool crotilico

HO . -OH | Q Reacgdo de
@ @ acoplamento
+

Suzuki-Miyaura

" oh, SPe Reagao de
Z HC . ~
HZC/\{/ ¢ L, Hidrogenagao do
CH. 3
? MBE

3.1.4 Hidrogenacao de alcenos

Segundo Horiuti e Polanyi, 1934, o processo de hidrogenacao catalitica é
bimolecular, resultante de uma abordagem estatisticamente independente de dois
atomos de hidrogénio. Os processos essenciais que ocorrem sao: a) dissociagao do
hidrogénio na superficie do metal, ou quimissor¢ao do hidrogénio molecular
produzindo dtomos de hidrogénios adsorvidos; b) adsor¢ao do alceno, em que ocorre
a quimissor¢ao da dupla ligacao na superficie acompanhada pela abertura da dupla
ligacao e formacgao de duas novas ligagdes com o catalisador; c) subseqiiente adigao
do hidrogénio ao alceno, onde ocorre a transferéncia de atomos de hidrogénio para
um dos atomos de carbono do hidrocarboneto adsorvido formando um estado meio-
hidrogenado, seguido por remocao do atomo de hidrogénio do carbono no estado
meio hidrogenado conduzindo a substitui¢ao ou subseqiiente ligagdao do atomo de
hidrogénio ao outro 4tomo de carbono e, finalmente, d) dessor¢ao do produto, um

alcano (DOYLE et al., 2003).

A Figura 04 mostra com detalhes as etapas do processo de hidrogenagao do

C2H4 na presencga de catalisador de paladio. D2 foi utilizado no lugar de Hz. Em
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vermelho, tem-se os dtomos de deutério presentes no paladio (catalisador, cor azul).
Na etapa 1, eteno se liga ao paladio pela combinagao de elétrons m doadores para um
unico atomo de paladio e ligagdes sigma nos dois atomos de palddio que estao
proximos. Ao contrario do hidrogénio, eteno pode ligar-se apenas na superficie do
paladio. Na etapa 2, um atomo de deutério (ou hidrogénio) forma uma ligagao sigma
com C2 enquanto C1 forma uma ligagao sigma com o paladio, (a)=> (b)=> (c). Esta
etapa é reversivel, (c)=> (b) = (a) onde ocorrem multiplas trocas hidrogénio-deutério
(D-H). Quando a reagao reversivel (c)=> (b) ocorre, hd uma maior probabilidade de
um atomo de hidrogénio ser transferido para o palddio, em vez do atomo de
deutério. Na etapa 3, a fracao do o-etil-Pd sofre uma eliminac¢ao redutiva irreversivel

com um atomo de D ou H, (¢)=>(d)=>(e) (MATTSON et al., 2013).

oy

C,H4 + Dy(g) 2 C,H,Dg

(i) (a) (b) (c) (d) (e

! Etagal ! Etapa3 E

Etapa 2

Figura 04. Representagao esquematica mostrando as etapas do processo de
hidrogenacao na presenca de um catalisador. Perfil do mecanismo de Horiuti-
Polanyi. Etapa 2, (a)=>(b)=>(c), é reversivel. Atomos de palddio sao representados por
esferas de cor azul, atomos de carbono pelas esferas pretas, atomos de hidrogénio
pelas esferas verdes e atomos de deutério sao representados pelas esferas vermelhas.

Fonte: Mattson et al., 2013.
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3.1.5 Reacao de Suzuki

Reagdes de acoplamento cruzado ou cross-coupling catalisadas por paladio
apresentam elevada importancia para a formagao de ligagdes C-C. Dentre estas, a
reacao de Suzuki, descoberta por Akira Suzuki laureado prémio Nobel em 2010
(MIYAURA e SUZUKI, 1995), tem sido altamente relevante para sintese de
compostos bi-arilicos (Figura 05). Compostos bi-arilicos podem ter uma ampla
variedade de aplicagdes como intermedidrios na preparacao de materiais, em

produtos naturais e compostos bioativos (XIAO, SARINA, JAATINEN, et al., 2014).

2eg K,C0, a0

3 mol-% Pd(PPhy),
R Benzeno, A R

Figura 05. Esquema mostrando uma das rea¢oes de acoplamento realizada por

Suzuki-Miyaura, a qual foi realizada com um acido organoboronico e haletos de arila

catalisada por palddio, obtido da referéncia (MULLER).
Mecanismo

Smith et al., 1994, reportaram que a etapa que determina a velocidade da
reagao € a quebra das ligacdes C-X, denominada adi¢ao oxidativa, nesta etapa sao
formadas as ligagoes C-Pd e Pd-X [Figura 06 (a-c)], em seguida o haleto é eliminado
(na presenca da base), entdao o acido aril-bordnico também se liga ao palddio
formando a ligacao C-Pd-C [Figura 06 (d-e)], seguido da dessorc¢ao do composto C-C
acoplado [Figura 06 (f)]. Neste mecanismo a base utilizada foi o NaOH, mas outras

bases também podem ser utilizadas, por exemplo o K2COs.
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Figura 06. Esquema mostrando as etapas da reagao de Suzuki (MULLER).

NPs bimetalicas AuPd tem sido aplicadas para reagdes de acoplamento Suzuki
(WANG et al., 2013; XIAO, SARINA, BO, et al., 2014; XIAO, SARINA, JAATINEN, et
al., 2014). A reacao de Suzuki é considerada sensivel a estrutura do catalisador, assim
pesquisas tem voltado o seu interesse na variacdo da forma e tamanho de
nanoparticulas catalisadoras. Narayanan e El-Sayed, 2005, demonstraram que NPs-Pt
com morfologia tetraédrica sao capazes de catalisar a reagao entre o dacido
fenilboronico e iodobenzeno, fato que é atribuido as arestas das particulas
tetraédricas (NARAYANAN e EL-SAYED, 2005; COLLINS et al., 2014). No entanto,
NPs-Pt com morfologia esférica nao apresentam efeito catalitico para esta reacao. A

utilizacao de NPs-Pd nao apresenta estas limitagoes.
3.1.6 Oxidacao de alcodis

A oxidagao de alcodis ¢ importante na industria da quimica fina
principalmente na producao de aldeidos como intermediarios para obtencao de
diferentes substancias (BALCHA et al., 2011) e aplicagao em fragrancias, esséncias,
tais como acetato de citronelil (cheiro de frutas) e cinamaldeido (cheiro de canela)
(LEE et al., 2010).
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Na produgao de aldeidos a partir de alcodis, os catalisadores mais utilizados
sao de paladio (Figura 07), no entanto defeitos em sua superficie apds as reagoes
fazem com que as nanoparticulas bimetdlicas sejam uma melhor alternativa para o
aumento da atividade, seletividade do catalisador e evitar problemas de
evenenamento dos catalisadores paladio puro (LEE et al., 2010). O uso de NPs como
catalisadores para a oxidagao de alcodis é escolhido como um método tradicional,
pois as reagdes podem ser realizadas a temperatura ambiente, utilizando oxigénio
molecular como oxidante em vez de permanganatos e cromatos, assim como o uso de

solventes brandos como a dgua ou em determinadas condi¢des sem uso de solventes

(MACLENNAN, 2013).
0, fAir
3 r-lchoﬂ — ++3EMD + 2H,0
Figura 07. Esquema representando a sintese do crotonaldeido a partir da

oxidacao seletiva catalitica do alcool crotilico, Fonte: Lee et al., 2010.

O mecanismo da oxidagao de alcoodis inicia-se pela adsor¢ao dissociativa do
alcool na superficie do palddio formando um alcoxido e hidretos (adi¢ao oxidativa)
(TSUNOYAMA et al., 2005). Entao o atomo de hidrogénio ligado ao carbono- 3 do
alcéxido adsorvido é transferido para a superficie do palddio, formando aldeido e
Pd-H, a qual é a etapa determinante da velocidade. Ao final, a molécula de oxigénio
remove o0s hidretos da superficie do palddio para reativd-lo e formar HO:
(TSUNOYAMA et al., 2005). A seletividade das reacoes de oxidacao também é
dependente do tamanho e morfologia das nanoparticulas catalisadoras, assim como
do suporte e estabilizante das NPs, também depende das condi¢des da reagao tais

como temperatura e oxidante (MACLENNAN, 2013).
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3.2 NANOPARTICULAS BIMETALICAS

Nanoparticulas ou nanoligas bimetédlicas tem sido bastante investigadas
principalmente devido a sua importancia para a catalise (TOSHIMA e YONEZAWA,
1998). A combinacao de mais de um metal em uma NP gera uma melhora em suas
propriedades cataliticas. Por exemplo, a adi¢ao de pequena quantidade de ruténio
em cobalto aumenta a sua seletividade (FERRER et al., 2007; YUAN et al., 2007;
WILSON, 2014).

Nanoparticulas ou nanoligas bimetdlicas consistem de dois diferentes
elementos que juntos apresentam suas propriedades melhoradas, tais como atividade
e seletividade (GONG, 2012), quando comparado com as nanoparticulas
monometalicas. Por exemplo, nanoclusters de paladio estabilizados podem ser
efetivos apenas para catalisar a oxidagao seletiva de dlcoois secundarios, enquanto
que nanoparticulas bimetalicas de AuPd estabilizadas em polivinilpirrolidona (PVP),
podem ser usadas como catalisadores efetivos para uma ampla faixa de reagdes de

oxidacao de alcoois em condi¢des brandas (HOU et al., 2008).

A preparacao de NPs bimetdlicas inicia-se pela reducdo de dois sais metalicos
que pode ser realizada através de duas rotas mais conhecidas: a co-reducao e/ou a
reducao seqiiencial (TOSHIMA e YONEZAWA, 1998; BALCHA et al., 2011). A co-
reducao € um método mais simples que consiste em reduzir os dois sais metalicos ao
mesmo tempo, como se faz para obter NPs monometdlicas. Na reducao seqiiencial,
geralmente aplicada para preparar NPs do tipo core-shell, os metais sdao reduzidos
sucessivamente, utilizando no primeiro momento um agente redutor mais forte e no

segundo, um redutor mais fraco (TOSHIMA e YONEZAWA, 1998).

As propriedades das nanoligas bimetdlicas sao resultantes do seu arranjo
atdmico, bem como sua estrutura eletronica. Dependendo da composicao, da rota de
sintese e das condi¢Oes de reagao, diferentes arranjos estruturais podem ser obtidos
para nanoligas bimetalicas (FERRANDO et al., 2008; GONG, 2012). Estruturas
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carogo-casca (core-shell), ligas misturadas aleatoriamente e particulas segregadas em
camadas sao as principais classificagdes de nanoligas bimetalicas (Figura 08).
(FERRANDO et al., 2008; GONG, 2012). A adicdao de agentes estabilizantes ou
matrizes tais como polimeros, carvao ativado ou Oxidos metalicos desempenham
importante papel no arranjo dos elementos nestas nanoligas (FERRANDO et al., 2008;
GONG, 2012).

Existe uma razao particular em utilizar NPs do tipo core-shell como
catalisadores modelo. Tal estrutura permite que um metal inerte, como o ouro,

influencie em um metal ativo como o paladio sem estar na superficie da particula.

(FERRER et al., 2007; YUAN et al., 2007; WILSON, 2014).

Figura 08. Representacdo esquematica de cortes transversais de alguns tipos
de nanoligas bimetalicas: core-shell (a), cluster dividido (b), misturado (c), trés

camadas (d). Fonte: Ferrando et al., 2008.

Nanoligas bimetalicas formadas por AuPd sdo conhecidas como ligas
completamente misciveis em todas as composi¢oes. Elas podem catalisar

efetivamente um grande ntimero de reacoes (FERRANDO et al., 2008).

A estrutura eletronica do atomo metalico depende do meio no qual ele estd, ao
introduzir-se um segundo metal ao primeiro seja como uma liga (alloy) ou como uma
camada sobre um substrato (core-shell), ocorre uma mudanca consideravel na
estrutura eletronica e na atividade do metal (FERRER et al., 2007; YUAN et al., 2007;
WILSON, 2014).

Em superficies heterometalicas, ocorrem transferéncias de carga do elemento

com maior densidade eletrOnica para aquele com maiores vacancias no estado d
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(orbitais d), e quanto mais a carga flui entre &tomos nao semelhantes, aumentam as
chances dos adsorbatos ligarem-se aos sitios metdlicos da sua superficie. A influéncia
na transferéncia de carga nas propriedades cataliticas de catalisadores bimetalicos é
um dos caminhos pelos quais um metal como o ouro (Au) pode alterar a atividade de

um metal ativo como o Pd (FERRER et al., 2007; YUAN et al., 2007, WILSON, 2014).

Outro efeito intermetdlico surge quando um segundo metal é intercalado na
superficie do mesmo, conhecido como efeito de conjunto. Neste caso, um segundo
metal altera a geometria e estrutura cristalina dos sitios de superficie, quebrando
multiplos conjuntos de atomos do primeiro metal ativo, o que pode resultar em
alteracdbes em sua atividade catalitica (FERRER et al., 2007, YUAN et al., 2007;
WILSON, 2014).

A sintese de NPs bimetalicas para a catalise apresenta algumas vantagens em
relacdo as rotas sintéticas tradicionais para obtengao catalisadores contendo NPs
suportadas. A utilizagdo de NPs bimetdlicas minimiza a quantidade usada de metais
preciosos, tais como ouro e palddio, e simplifica o processo que geralmente é
requerido na sintese tradicional de catalisadores, a qual em geral demanda elevado
tempo de preparagao e gastos com alto custos de energia (BALCHA et al., 2011).
Nestes processos, precursores metalicos sao depositados em substratos, seguido por
varias ativa¢Oes de tratamentos térmicos, sendo necessario um controle rigoroso do
pH, tipo do suporte 6xidos, concentracao do precursor e procedimentos de

calcinagao (DASH et al., 2009).
3.2.1 Aplicacgoes das NPs-AuPd na catalise

Catalisadores bimetalicos compreendem dois metais dispersos em um
material suporte. Neste caso existem dois degraus extras de variabilidade para
considerar: a composicao relativa de cada particula, e a distribui¢do da morfologia

das particulas formadas (WILSON, 2014).
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Hou et al., 2008 reportaram que as NPs bimetalicas AuPd tem sido bastante
exploradas para o aumento da atividade catalitica com reagdes que envolvem a
oxidagao de alcodis a aldeidos ou cetonas. Quando comparados com catalisadores de
ouro ou paladio puros, os catalisadores bimetalicos, devido aos seus efeitos
sinérgicos apresentam propriedades diferentes dos seus derivados individuais
(FERRER et al., 2007; YUAN et al., 2007; DASH et al., 2009; BALCHA et al., 2011;
WILSON, 2014), isso ocorre devido as transferéncias eletronicas entre os atomos de

ouro e paladio.

Sao inameras as aplicagdes dos catalisadores bimetdlicos os quais representam
um fator de elevada importancia para o desenvolvimento industrial (SINFELT, 1983).
Por exemplo, nanoparticulas bimetalicas sao preferidas nas reagoes de hidrogenagao
catalitica do alcool alilico em solucao aquosa, uma vez que apresentam melhores
resultados quando comparadas com NPs de metais em suas formas puras (SCOTT et

al., 2004).

NPs bimetalicas que possuem palddio em sua constituigao tem sido aplicadas
em hidrogenacdes de olefinas, com elevada seletividade e reatividade (TOSHIMA e
YONEZAWA, 1998). Ligas de NPs-AuPd suportadas em carbono compostas por
diferentes razoes metdlicas foram usadas para catalisar a desidrogenagao de acido
férmico em 50 °C. Observou-se que o catalisador AusPdss foi 7,7 vezes mais ativo do
que paladio puro e 2,9 vezes maior que ouro puro (FERRER et al., 2007; YUAN et al.,
2007; WILSON, 2014). Catalisadores formados por Au-Pd suportados em TiO:
apresentaram 93% de seletividade para produgao de H20. (EDWARDS et al., 2005).
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3.3 INTERACOES ENTRE METAIS E MICRORGANISMOS E SUAS PRINCIPAIS
APLICACOES

3.3.1 O uso de microrganismos como “biotemplates” para deposicio de NPs
metalicas

Templates biologicos tém sido amplamente utilizados devido as diversas
vantagens que sao oferecidas, suas formas precisas, com diferentes niveis
hierarquicos de estruturas da escala micro a macroscopica e a organizagao espacial

que fornecem as nanoparticulas (AVERY et al., 2009; SABAH et al., 2013a).

Sao materiais naturais, baratos e podem ser aplicados na sintese de bio-
materiais em condi¢des brandas, o que evita desperdicios e impactos naturais.
Oferecem uma ampla variedade de morfologias e tamanhos, por isso, sao
considerados como templates adequados para a deposicio de nanomateriais
funcionais. Até o presente momento, uma grande quantidade de células, incluindo
virus, bactérias, fungos, algas (BRAYNER et al, 2011; BRAYNER et al, 2012;
DAHOUMANE et al., 2012; GELABERT et al., 2016), tém sido testados como templates

para a deposicao de nanomateriais (MERTIG et al., 1999).

A parede celular microbiana apresenta grupos funcionais como os grupos
carboxilicos, fosfatos e grupos amidas que favorecem a foracdo de uma atmosfera
ideal para as ligagcoes metalicas e nucleagao. Tais grupos podem conduzir a formagao
de NPs e/ou estruturas na superficie da parede celular. Selvakumar et al., 2014
reportaram que algumas bactérias sao capazes fornecer cargas negativas através
destes grupos carboxilicos e fosfatos os quais permitem a nucleagao de metais de

cargas positivas como a prata, bem como a formacao de nanoestruturas em solucao.

Varias propriedades das NPs incluindo seu tamanho, estrutura superficial e
composi¢ao contribuem significativamente para a atividade, eficiéncia e seletividade
na catdlise. Sistemas biologicos mantém estrito controle sobre estas propriedades e

imobilizam nanoparticulas em suas superficies seja por emaranhamento sobre a
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parede celular ou por envolvé-los dentro da parede celular (SELVAKUMAR et al.,
2014; BHARGAVA et al., 2015).

Neste aspecto, a fusdao entre a nanotecnologia e a biologia abriu novos
horizontes para sintese controlada de nanomateriais de nano e micro escalas de
comprimento. Inspirados na natureza e direcionados pela necessidade de obter
estruturas com morfologias desejadas, a arquitetura microbial tem sido explorada

como template SHARMA e SRIVASTAVA, 2013).

Em geral, quando as reagdes sao realizadas sob condigOes severas ocorrem
muitas perdas dos catalisadores, seja por aglomera¢des das nanoparticulas, seja por
lixiviagdo, ou mesmo durante a recuperacdo. Esta é uma questdo preocupante
principalmente em se tratando de metais preciosos, pois compromete a
aplicabilidade das NPs nao suportadas e livres. Neste contexto o suporte
desempenha importante papel no desenvolvimento de sistemas cataliticos com NPs
suportadas, as quais exibem multiplas melhoras em relacao as NPs livres, tais como

facil separacdao da mistura reacional e reciclabilidade.

Apesar das NPs em solucao apresentarem uma maior eficiéncia catalitica do
que NPs suportadas, como mostrado na Figura 56 (APENDICE H, p.152) para a
redugao do p-nitrofenol, a utilizacdo de suportes para a deposicao de NPs possuem

mais vantagens, como por exemplo, a reciclabilidade.

A abordagem que envolve a utilizacao de células de microrganismos como
suportes para NPs tém fornecido um sistema interessante, de baixo custo e interface
heterogénea inteligente para reagOes cataliticas, gerando menos impactos para o
ambiente (SUGUNAN, MELIN, SCHNURER, et al., 2007; FAKHRULLIN et al., 2012;
PALOMO e FILICE, 2016).

E muito dificil obter um controle total da sintese de macromoléculas naturais

bem como um controle estrutural preciso através de rotas de sintese quimica para
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obter estruturas em micro ou larga escala de tamanhos. Assim, o direcionamento de
nanomateriais em sistemas naturais desencadeia uma nova forma de obter novos
materiais, através da automontagem, fazendo surgir novas caracteristicas e fungoes

provenientes da natureza.

3.3.2 Fungos filamentosos como templates para automontagem de nanoparticulas

metalicas

As propriedades elétricas, Opticas, mecanicas dos nanomateriais, bem como a
area superficial dependem da sua morfologia final. Este pode ser obtido através da
funcionalizacdo da superficie de NPs e subsequente interagdes multiplas na
superficie do template pelo envolvimento de forgas direcionadas naturalmente como
interagdes hidrofilicas/hidrofobicas, contribui¢des entropicas, forca gravitacional,

interagdes de van der Waals e Coulombicas (SABAH et al., 2013a).

Fungos filamentosos contendo nanoparticulas metdlicas automontadas, os
quais apresentam diametros tipicos de hifas que variam de poucos micrometros
(variando de espécie para espécie) e comprimentos variando de cerca de 10
micrometros a poucos milimetros, podem encontrar aplicagdes como componentes
de circuitos, sensores de alta area superficial, dependendo da funcionalidade das

NPs (SUGUNAN, MELIN, SCHNURER, et al., 2007).

O estudo da utilizagio de fungos para a deposicao de NPs metdlicas
apresentou destaque com uma nova abordagem de uso de fungos como templates
para a montagem de nanoparticulas funcionalizadas com oligonucleotideos,
apresentada em 2003, por Li, Z. et al. Neste trabalho foi mostrado que é possivel
controlar a deposicao de NPs de diferentes tamanhos utilizando as propriedades
recombinantes das macromoléculas de DNA. Primeiramente, depositou-se uma
camada de NPs-Au de 13 nm funcionalizadas com macromoléculas DNA
(oligonucleotideos), e em seguida, uma segunda camada de nanoparticulas de 30 nm

foi recoberta sobre as hifas dos fungos através da utilizacado de DNA complementar.
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No entanto, este método nao forneceu conhecimentos mais aprofundados sobre a

natureza das interagOes entre as particulas e a superficie dos fungos.

Em 2007, Sugunan, Melin, Schnurer, et al., mostraram que o glutamato
monosddico, estabilizante para NPs-Au, também serviu como fonte de carbono e
nitrogénio para o crescimento fungico. Foram testados trés espécies Aspergillus niger,
Aspergillus nidulans e Neurospora crassa, os ions glutamato nao somente eram
importantes para o crescimento dos fungos e estabilizagao das NPs, como também
participavam como pega fundamental para a auto-organizacao destas NPs-Au sobre
os filamentos dos fungos. Esta deposicdo ocorreu enquanto os fungos cresciam,
consumindo o excesso de ions glutamato presentes no meio coloidal. Foi feito um
segundo experimento em que os ions glutamato foram substituidos por dgua (através
de didlise) e verificou-se que nao ocorriam mudangas significativas na cor dos
filamentos. Os fungos selecionados na pesquisa de Sugunan, Melin, Schnurer, et al.,
2007, nao cresceram na solucao que continha somente agua e NPs-Au. Foi atribuido
que a manutengao do crescimento do fungo gerada com a presenca dos ions
glutamato foi importante para que as nanoparticulas fossem estabilizadas sobre os
filamentos. Este trabalho apresentou uma importante contribuicio para o
entendimento do papel das cargas dos ions presentes na solugao, bem como os
estabilizantes das NPs interferiam na deposi¢ao das NPs sobre a parede do fungo.
No entanto, assim como Li, Z. et al., este ndo apresentou mais detalhes dos tipos de
interagOes entre os componentes da parede celular do fungo e a superficie das NPs-

Au (SUGUNAN, MELIN, SCHNURER, et al., 2007).

Em 2008, Bigall et al., mostraram que diferentes espécies de fungos foram
cultivadas em suspensdes contendo NPs-Au, Ag, Pt e Pd, utilizando o ion citrato
como estabilizante. Aplicando a secagem por ponto critico para desidratar os
hibridos formados por fungos e NPs-M, as formas macroscopicas e microscopicas
tridimensionais foram conservadas. O MEV foi empregado para mostrar diferentes

afinidades dos fungos pelo metal, bem como para andlise da morfologia. O
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interessante deste trabalho foi que os fungos apresentaram diferentes afinidades
pelas NPs metdlicas, com direcionamentos para aplicagdes dos sistemas hibridos. Foi
reportado, por exemplo, que o sistema hibrido, formado por fungos e nanoparticulas
de platina podia catalisar a reacao redox de ions hexacianoferrato (III) e tiossulfato
em solucao aquosa. No entanto, nao foi mostrado nenhum estudo da deposigao das
NPs utilizando o MET, e até entdo, permanecia o desconhecimento sobre os tipos de

interagdes que ocorrem entre a parede do fungo e as NPs.

Depois das idéias de aplicagdes dos sistemas hibridos propostas por Bigall et
al., foi possivel perceber que um novo direcionamento para estudo destes tipos de
sistemas comegou a se desenvolver. Surgiram novas aplicagdes destes materiais
como biossensores. Hifas de fungos da espécie Aspergillus nidulans podem atuar
como substratos ativos para SERS, sendo possivel detectar um namero limitado de

moléculas através da espectroscopia Raman (SZEGHALMI et al., 2007).

Em 2010, Bigall e Eychmueller, publicaram no periddico Philosophical
transations of the royal society o artigo Synthesis of noble metal nanoparticles and their non-
ordered superstructures, no qual foi introduzida a idéia que o template organico
(biologico) de materiais hibridos formados por NPs-M e microrganismos poderia ser
removido facilmente pela calcinacdo do material para recuperar o metal nobre que

foi utilizado na sintese.

Esta nova idéia proposta por Bigall e Eychmueller, 2010, inspirou novos
trabalhos que foram publicados nos anos seguintes. Por exemplo, Rehman et al., 2011,
apresentaram um método para crescimento de fungos Aspergillus niger em
suspensoes contendo NPs-Au sintetizadas apenas com extrato de cha preto, nenhum
outro produto quimico foi adicionado. O tratamento térmico até 550°C (Figura 09)
destes materiais hibridos levou a formagao de MTs porosos os quais poderiam ter
interessantes aplicacoes na catalise, sensores e eletronica (REHMAN et al., 2011). No

entanto, neste trabalho nao foi observado com detalhes a formacao de microtubos
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que apresentassem uma réplica perfeita da arquitetura do hibrido Aspergillus

niger/NPs-Au.

Figura 09. Micrografias eletronicas de varredura de microtubos porosos de
ouro apods o tratamento térmico em 350 °C (a), 450 °C (b) e 550 °C (c e d). Fonte:

Rehman et al., 2011.

Em 2012, Sabah et al., produziram novamente materiais hibridos utilizando
como template o fungo da espécie Aspergillus niger e como estabilizante para as NPs-
Au o glutamato monossodico (MSG). Nesta nova abordagem, a cobertura de NPs-Au
nas hifas dos fungos vivos foi controlada pela variagao da concentracao do MSG em
relacao ao sal de ouro, e a temperatura reacional. Foi observado que em solug¢des de
NPs-Au contendo baixas concentragdes do ion glutamato, ocorreu uma redugao mais
rapida na absorbancia maxima das solugdes, apds a germinacdo e crescimento do
fungo A.niger, provavelmente devido ao rapido consumo de ions glutamato causados

pelo répido crescimento das hifas para pH 4-4,5.

Sharma e Srivastava, 2013, apresentaram a utilizacdo de MTs-Au obtidos pela
montagem de NPs-Au funcionalizadas com aminodacidos sobre hifas de fungos, como
microeletrodos para transferéncia de elétrons entre enzimas e eletrodo de superficie.
Seu trabalho mostrou uma aplicagao importante como biossensor de glicose, através

da utilizagdo de enzimas que oxidam a glicose. Foi apontado que a maioria dos
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microrganismos possui uma rede de cargas negativas no pH fisioldgico (= 5,7) devido
ao numero de grupos carboxilicos e fosfatos que dominam sua superficie quando
comparados com os grupos amino. Esta informacao é importante para o melhor
entendimento das interacdes que podem ocorrer entre as superficies das NPs
metdlicas e a superficie dos fungos, por exemplo, grupos amino presentes na
superficie das NPs-Au resultam em ligagdes peptidicas com os grupos carboxilicos

presentes na superficie dos fungos.

No trabalho, publicado por Sabah et al., 2013a, foi explorado o uso de
estimulos externos (energia de luz visivel) para obter microtubos utilizando hifas do
fungo Aspergillus niger através da automontagem de ouro coloidal estabilizado com
glutamato monossdédico. Foram obtidos MTs-Au pelo controle de varios parametros
de crescimento, tais como faixa de comprimento de onda, temperatura e limitagoes
nutricionais, foi mostrado que variagdes no tempo de exposicao aos nutrientes e luz

visivel foram cruciais para controlar as dimensdes dos fios de bio-compostos.

Todos os trabalhos supra-citados foram motivos de inspiragao de estudos
posteriores cujos resultados encontram-se na revista Biomaterials Science (FONTES et
al., 2014). Nesta comunicagao, foi mostrada a possibilidade de obter réplicas
reprodutiveis da estrutura microtubular de fungos filamentosos, produzindo
microtubos de ouro tridimensionais (MTs- Au). Os MTs- Au foram obtidos através
da calcinagdo de nanoparticulas de ouro (NPs-Au) depositadas em fungos
filamentosos, apos cultivo destes microrganismos em suspensodes coloidais contendo
cinco diferentes razdes molares de ions citrato e ouro ([Cit]:[Au*]=0,3; 2,0, 3,7; 7,1 e
17,3). Para verificar as condi¢Oes otimas para a deposicao de ouro sobre quatro
templates biologicos, utilizou-se o Phialomyces macrosporus, Trichoderma sp., Penicillium

sp., e Aspergillus niger.

Através da otimizagdo da razao citrato/NPs-Au, mostrou-se que existe uma

melhoria na montagem de NPs-Au na parede celular dos microrganismos (Figura
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10), os quais apresentaram estruturas tubulares especiais depois da secagem por

ponto critico e pela remogao do biotemplate fingico apds a calcinagao.

Foi mostrado que estruturas microtubulares de ouro, mostrando a replicacao
da morfologia dos fungos, e, no entanto livre do template, foram obtidas usando
microrganismos destas espécies como suporte. Esta descoberta foi importante para
desenvolvimento de aplica¢des futuras destes materiais hibridos em areas tais como
catalise onde o tamanho e forma das montagens de NPs sao parametros importantes

na eficiéncia do catalisador.

Até o presente momento nao se atingiu um consenso para o mecanismo de
deposicao das nanoparticulas metalicas sobre estes microrganismos, o qual tem sido

descrito através de diferentes hipdteses.
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Figura 10. Micrografias eletronicas de transmissao de cortes transversais do
bio-hibrido P.macrosporus/Au-NPs cultivadas em solugdes [Citrato]:[Au*] = (a-b) 0,3,
(c)2,0,(d) 7,1 e (e-f) 17,3. Fonte: FONTES et al., 2014.

Alguns autores consideram que o consumo dos ions estabilizantes e que
também funcionam como fonte nutricional direciona a estabilizagao das NPs sobre os
fungos (LI, ZHI et al., 2003). Outros autores consideram ser mais realistico que as

interagOes eletrostaticas e/ou hidrofobicas entre parede celular e NPs sao
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responsaveis pela eficiéncia da imobilizacdo das NPs sobre estes microrganismos
(FAKHRULLIN et al., 2012). Ou mesmo supde-se que a acumulagao das NPs pode ser
o resultado de um mecanismo de protecdo dos microrganismos frente a
“contaminag¢ao” do meio, as quais sao removidas do meio e armazenadas na parede
celular (FAKHRULLIN et al., 2012). Outra linha de pensamento afirma que proteinas
hidrofobinas secretadas no meio pelos fungos sao capazes de modificar a tensao
superficial das suas hifas. O excesso ou a privacao de nutrientes ao redor dos fungos
pode ativar genes especificos para formar filmes de hidrofobinas na superficie das

hifas que seriam responsaveis pela deposicao das NPs (KUBO et al., 2016).

No trabalho de Fontes et al., 2014, pode-se modular o estado de agregacao das
NPs-Au na parede celular dos fungos atraveés da variagao das razoes molares de ions
citrato e ouro [citrato]:[Au*]. Acredita-se que o consumo dos ions citrato pelos
fungos causam desestabilizagdo elétrica proximo a superficie das NPs, em
concentragdes mais baixas as NPs permanecem isoladas mesmo apds depositadas
sobre a parede celular, pois os grupos funcionais presentes na superficie do fungo ou
produzidos por estes permanecem estabilizando as NPs. Mas aumentando a
concentracdo de ions citrato, consequentemente aumenta-se a forca idonica que
conduz a contracao da dupla camada elétrica das NPs-Au e reduz a repulsao
eletrostdtica entre as mesmas, favorecendo a desestabilizagio e conseqiiente

aglomeragao das NPs sobre a parede celular (FONTES et al., 2014).

Na presente tese, as NPs-AuPd foram obtidas com a reducao seqtiencial do sal
de paladio PdClz sobre as NPs-Au previamente depositadas na superficie dos fungos
utilizando a metodologia descrita por Fontes et al., 2014, como um fato inédito. Esta
metodologia foi desenvolvida no intuito de obter bio-hibridos bimetalicos formados
por fungos e NPs-AuPd para aplicagao em reagoes cataliticas de interesse industrial.
Supds-se que as NPs-Au atuaram como “sementes” onde ocorreu a redugao do
PdClL;, favorecendo o crescimento das NPs-AuPd. Grupos funcionais presentes na

parede celular dos fungos (-COOH e NH:) que estabilizam as NPs-Au
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permaneceram estabilizando as NPs-AuPd formadas nas regides mais internas da
parede celular. E nas regides mais externas as NPs-AuPd foram depositadas através
de desestabilizacdo elétrica por falta de um estabilizante efetivo para as NPs-AuPd,
onde as mesmas cresceram muito mais do que o esperado e ficaram depositadas nas
regioes externas. ApoOs sua deposicao, estas NPs formadas permaneceram na
superficie dos fungos submetendo-os a duas horas de agitacdo a 1200 RPM em
temperatura ambiente. Estes materiais bio-hibridos também foram estudados quanto

a sua reciclabilidade.
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4.0 PARTE EXPERIMENTAL

Neste capitulo serdao apresentados os procedimentos para a sintese dos
materiais bio-hibridos desde o cultivo dos fungos e sintese das NPs-Au até a
obtencao dos bio-hibridos bimetalicos. Em seguida, serdo apresentados os métodos
qualitativos e quantitativos de analise e por fim os procedimentos para as aplicagoes
cataliticas, estudos da reciclabilidade. A Tabela 02 ao final da sec¢do 4.1, apresenta os
materiais e reagentes utilizados para obtencao dos bio-hibridos. Ao final da segao 4.2,
a Tabela 04 apresenta de forma sintética as técnicas de andlise aplicadas para as

caracterizagOes destes bio-materiais.
4.1 PROCEDIMENTOS PARA SINTESE DO BIO-HIBRIDO
4.1.1 Cultivo dos fungos para sintese do bio-hibrido fungo@NP-Au

As quatro espécies de fungos isoladas no Laboratdrio de Biotecnologia e
Quimica de Microrganismos (LBQM) assim codificadas como (LBQM 01) Phialomyces
macrosporus, (LBQM 02) Trichoderma sp, (LBQM 07) Penicillium sp e (LBOM 67)
Aspergillus niger, foram cultivados de acordo com a metodologia descrita
anteriormente por Fontes et al., 2014, obedecendo as seguintes etapas: i) os fungos
foram cultivados em meio nutritivo contendo batata, dextrose e agar (BDA), ii) os
microrganismos foram entao pré — adaptados em solugao de acido citrico e citrato de
sddio, iii) foi realizada a sintese de NPs-Au estabilizadas em solugao contendo acido
citrico e citrato de sédio e em seguida, iv) fragmentos de micélio e esporos dos
fungos foram inoculados nas solugdes contendo NPs-Au estabilizadas com ions

citrato (FONTES, 2012).
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4.1.2 Cultivo dos fungos filamentosos e pré-adaptacao em ions citrato

Os fungos foram cultivados em placas de Petri contendo aproximadamente 20
mL de meio de cultura BDA (30% m/v de batata, 2,0% m/v de dextrose e 1,5% m/v de
agar) por 7 dias. Entdo, pequenos pedagos do tecido micelial foram separados e
encubados em solu¢dao tampao de ions citrato contendo 1% m/v de citrato de sodio e
0,05% m/v de acido citrico cujo pH = 5,7, por um periodo maximo de um més (Bigall
et al., 2008). Depois deste periodo, pequenos pedagos do micélio e esporos foram
coletados e adicionados em solugdao contendo NPs-M com concentragdes especificas
de ions citrato em que os fungos foram encubados por 2 meses no escuro e em

repouso a 27 °C.

4.1.3 Sintese das nanoparticulas de ouro, paladio e platina e bio-hibridos

fungos@NP-Au

Solugoes contendo NPs-Au, Pd e Pt foram preparadas através da redugao
quimica do acido tetraclorodurico (HAuCls), cloreto de paladdio (PdCl:HCI 1:2), acido
hexacloroplatinico (H2PtCls) seguindo a metodologia descrita por Bigall et al., 2008, e
aplicada anteriormente pelo nosso grupo para preparagao de MTs-Au bio-inspirados
(FONTES, 2012; FONTES et al., 2014), com algumas pequenas modificagdes. A
solucao utilizada em nosso experimento foi preparada de modo a obter 0,135 mmol
do precursor metalico no volume total de 500 mL. Para isto, 1,1 mL de uma solugao
estoque do precursor metdlico foram adicionados em agua deionizada fervente sob
vigorosa agitacdo por um minuto. Em seguida 1,1 mL de uma solugao contendo 1,0%
de citrato de sodio e 0,05% de acido citrico foi adicionada. Apos 20 segundos sob
agitacao, 2,75 mL de uma solucdo recém-preparada 0,08% de borohidreto de sodio
(NaBHs4) contendo 1,0% de citrato de sodio e 0,05% de acido citrico foi adicionada.
Imediatamente depois da adi¢ao do agente redutor (NaBHs), a coloracdo mudou de
amarelo palido para vermelho vinho, a qual é caracteristica da formagao de NPs-Au,

e amarelo pdalido para marrom, a qual é caracteristica da formagdo de NPs-Pd e Pt.
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A mistura foi mantida sob vigorosa agitagao e fervura constante durante 10
minutos seguida de resfriamento até a temperatura ambiente. O resultado obtido
apresentou razao molar final de [citrato]:[Au*] = 0,3. As solugdes estoques de NPs
metdlicas (Au, Pd e Pt) foram utilizadas para obter as demais solugdes, com
diferentes razdoes molares de [citrato]:[Au?], através da adigao aliquotas de 6,6; 12,1;
23,1 e 56,1 mL da solucao contendo 1% de citrato de sodio e 0,05% de acido citrico
nas solugoes de NPs metdlicas previamente preparadas, resultando em solugdes
coloidais com razOes molares finais de [citrato]:[Au®*] = 2,0; 3,7, 7,1 e 17,3.
Respectivamente, 25 mL destas solugdes contendo NPs foram dispensados em
frascos de Erlenmeyer de 50 mL e utilizados para cultivo dos fungos selecionados. As
solugdes contendo NPs Pd e Pt foram filtradas em filtro seringa, tamanho de péro

200 um antes de inocular os fungos.
4.1.4 Sintese dos bio-hibridos fungos@NPs-AuPd

A preparagao dos bio-hibridos fungos@NPs-AuPd foi feita através de uma
modificagdo na metodologia proposta por Balcha et al., 2011, para a formacao de
NPs-AuPd do tipo core shell em solugao. Os fungos foram previamente cultivados por
2 meses em solucOes coloidais de NPs-Au, com as razdes molares finais variadas de
[citrato]:[Au*] = 0,3; 2,0; 3,7; 7,1 e 17,3. Ap0s o crescimento do micélio, cada solugao
de NPs foi cuidadosamente substituida por dgua deionizada esterilizada, através de
lavagens sucessivas. Em seguida, estes bio-hibridos foram transferidos para frascos
de penicilina de 20 mL de capacidade previamente esterilizados e misturados com
1,0 mL de &cido ascoérbico 0,10M (1,0x10* mol) seguido pela adi¢ao de 1,0 mL de
PdCl> 10,0 mM (1,0x10° mol) e agua deionizada esterilizada foi adicionada para obter
volume final de 14,5 mL. A solugao contendo o bio-hibrido foi agitada manualmente
por 1 hora enquanto era resfriada em banho de gelo, em seguida a mistura foi
agitada em shaker fechado overnight (T=24,5 °C, 102 RPM). Foi possivel verificar o

escurecimento do tecido fungico ap0s este periodo de incubagao.
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4.1.5 Secagem dos bio-hibridos por ponto critico

O material hibrido obtido foi secado através de equipamento de secagem por
ponto critico (Leica EM CPD 030- FIOCRUZ-BA). O procedimento para secagem
seguiu-se através de uma etapa inicial de lavagem dos bio-hibridos com agua
deionizada seguida de desidratacao em solugao alcoodlica nas concentragoes de 30, 50,
70, 90 e 100%, sendo que a ultima concentragao foi repetida 3 vezes. Os intervalos
entre as trocas foram de 20 minutos. Em seguida, os bio-hibridos foram dispostos em
porta amostra para secagem por ponto critico, com capacidade de armazenamento de
9 amostras para cada secagem e inserido na camara do equipamento para secagem
por ponto critico. Nesta etapa o alcool foi substituido gradualmente por CO: liquido
e a temperatura foi entdo ajustada para atingir o valor de 40 °C que é a temperatura

critica do COz. O procedimento de secagem dura em torno de 2h.

Apos aplicagdo nas reagdes, os bio-hibridos foram lavados com 4agua
deionizada, desidratados e em seguida foram armazenados em céapsulas
microporosas de 30 microns (Cedarlane) para procedimento de secagem por ponto

critico (marca Polaron, modelo E3000- WCVM Imaging Centre-Usask).

Uma lista completa de todos os reagentes comerciais quimicos e materiais
utilizados neste estudo sao apresentados na Tabela 02. Todos os reagentes quimicos

foram utilizados sem nenhuma purifica¢do adicional.
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4.1.6 Experimental

Tabela 02. Materiais e reagentes para cada etapa deste trabalho de pesquisa.

1) Sintese de NPs-Au, NPs-Pd e NPs-Pt 2) Sintese dos bio-hibridos fungos@NPs-Au
2.1) Cultivo dos fungos em BDA (batata, dextrose, agar)
Materiais Reagentes .
Materiais Reagentes
Frascos de Erlenmeyer 50 e 500mL; HAuUCI,.3H,0 (Aldrich, = 99,999%) Placas de vidro; Batata

Placa de aquecimento com agitagdo
magnética;
Agitador magnético;

BalBes volumétricos de 50 e 100 mL;
Balanga analitica;
Espatulas;

Béquer de 50 mL

PdCl, : HCI (1:2) (Aldrich, > 99,999%)

H,PtCle. 6H,0 (Aldrich > 99,9%)
Acido citrico monohidratado (Merk)
Citrato de sodio dihidratado (Reagen)
NaBH, (Aldrich)

2.2) Cultivo dos fungos em ions citrato

Materiais

Reagentes

Béquer de 50 mL;
Espatulas;

Bisturi;
Lamina para bisturi;

Frascos de Erlenmeyer de 100 mL;

Baldo volumétrico de 1L.

Citrato de sddio dihidratado (Reagen)
Acido citrico monohidratado (Merk)
Fragmentos do fungo utilizando a cultura

nova de BDA

Frasco de Erlenmeyer 500 mL;

Balanga digital;
Espatula;
Coador de pano;
Suporte universal;
Microondas;
Béquer 500 mL;
Autoclave;

Papel craft e alcool 70%
Capela de fluxo laminar

Dextrose-glicose

agar

3) Sintese dos bio-hibridos fungos@NPs-AuPd

Materiais

Reagentes

Frascos de penicilina;
Autoclave;
Pissete contendo dgua deionizada
esterilizada;
Pipeta de Pasteur
Capela de fluxo laminar

PdCl, : HCI (1:2) (Aldrich)
Acido ascérbico

Fungos @NPs Au

4) Reagdo de hidrogenagao 5) Reagdo de oxidagao
Materiais Reagentes Materiais Reagentes
Linha Shlenk de vidro para gases; Gas hidrogénio Baldo de reagdo 50 mL com trés entradas; Alcool crotilico 96% (Aldrich)
Baldo de fundo redondo; 2-metil-3-buten-2-ol Condensador; Agua Milli-Q
Placa de agita¢a i t tend
aca ce agftagdo e aquecimento, contendo Metanol (grau HPLC, Fisher scientific) Septos; Gas Oxigénio

sensor de temperatura;
Mondmetro;

Banho de agua;
Frascos vails.

Bio-hibridos fungos@NPs-AuPd
Cloroférmio —D (CDCls)

Agitador e bagueta magnética

6)

Reagdo de Suzuki

Materiais

Reagentes

Baldo de fundo redondo 25 mL;
Agitador magnético;
Bagueta magnética.

lodo-benzeno (Fisher scientific)
Acido fenil-borénico (Fisher scientific)
K,COs
Etanol (grau HPLC, Fisher scientific )e Ny(g)
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4.2 METODOS QUALITATIVOS E QUANTITATIVOS DE ANALISE

A atividade e seletividade de um catalisador dependem da sua morfologia,
dispersao das particulas ativas e a interagdo com o suporte. Para obter a informacao
das caracteristicas das solugdes contendo NPs metalicas e dos bio-hibridos obtidos,

esta secao descreve as técnicas de caracterizacao empregadas neste estudo.
4.2.1 Técnicas de caracterizacao das NPs em solu¢ao

As solugdes coloidais foram caracterizadas através de espectroscopia UV-Vis,
microscopia eletronica de transmissao e andlise tamanho de particulas por

espalhamento de luz dinamico.
Espectroscopia UV-Vis

A obtengao dos espectros de UV-Vis das solugdes coloidais foi efetuada logo
apos as sinteses das NPs utilizando-se o espectrofotometro UV-Visivel, marca Rigol,

modelo Ultra-3560 (UFBA-Laboratério do prof. Marcos Malta).
Microscopia eletrénica de Transmissdo-MET

Aproximadamente 10 gotas das solugdes contendo NPs-Au e Pd foram
depositadas sobre grades de cobre de 3 mm de espessura e 200 mesh e levadas ao
microscopio eletronico de transmissao marca JEOL, modelo EM 12130 na FIOCRUZ-

BA.
Anadlise de tamanho de Particulas por espalhamento de luz dindmico

Aproximadamente 3 mL das solugdes coloidais de Au e Pd foram analisadas
através do analisador de particulas da marca Microtrac, modelo FLEX 10.6.2 no

CETENE.
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4.2.2 Técnicas de caracterizacao dos bio-hibridos

Microscopia Eletronica de Varredura - (MEV) e espectroscopia de energia

dispersiva - (EDX/EDS)

Neste estudo, amostras secas dos bio-hibridos foram montadas em stubs de
microscopio sem nenhum outro recobrimento adicional de material condutor. Neste
trabalho analises iniciais de MEV foram efetuadas no microscopio JEOL, modelo JSM
6390LV (FIOCRUZ-BA) acoplado com um instrumento de EDX, operando em uma
aceleracao de voltagem de 5 kV. Mapas elementares de Au presentes no material
hibrido foram obtidos através do sistema de microandlise associado ao MEV. Através
dessas analises de EDX, que foram feitas com magnificacdo de 500X, foi possivel
verificar qualitativamente e semi-quantitativamente o ouro presente no material com

andlise elementar dos metais Au e Pd e demais componentes presentes nos bio-

hibridos.

As imagens de alta resolucao foram obtidas pelo microscopio Hitachi moledo
SU 8010, em que o detector de BSE foi utilizado para permitir a visualizacao das NPs

metalicas nos bio-hibridos (WCVM Imaging Centre-USASK).
Microscopia Eletrénica de Transmissdo -MET

As amostras contendo hibrido fungo@NPs-AuPd foram processadas através
processamento padrao de material para a microscopia eletronica de transmissao. O
processamento de material hibrido formado por fungo/ NPs-AuPd foi efetuado nas
seguintes etapas: 1- desidratagdo em acetona; 2- substituicao: mistura 1:1 de acetona
100% e resina Poly-Bed® overnight (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 0 numero de registro do material, preenche-o com
resina e em seguida coloca-se o fragmento. 5-Polimerizagao: coloca-se o material para

polimerizar em estufa a 60 °C por 3 dias.
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O processamento de material formado apenas pelo fungo foi efetuado nas
seguintes etapas: 1- fixacao em glutaraldeido 2,0% + paraformaldeido 4,0%, em
tampao cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,4, por 1h em temperatura ambiente; 2-
lavagem em tampao cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7,4 (3 banhos de 10 minutos em
temperatura ambiente); 3- pds- fixagao em tetroxido de désmio 1% + ferricianeto de
potassio 0,8% + cloreto de calcio 5 mM em tampao cacodilato de sédio 0,1 Mm, por
1h 46 minutos em temperatura ambiente; 4- lavagem utilizando tampao cacodilato de
sodio 0,1 M, pH 7,4 (3 banhos de 10 minutos em temperatura ambiente); 5-
desidratacdo em acetona; e as demais etapas que seguiram foram descritas
anteriormente (2-5 para o hibrido) que é a mesma para todos os materiais. Em
seguida, os blocos de resina foram desbastados utilizando-se uma lixa e entao

cortados utilizando um ultramicrétomo Leica modelo EM UCs.

Cortes ultrafinos foram efetuados em formato de trapézios com espessura de
70 a 80 nm. Estes cortes foram entao 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 eletronica da FIOCRUZ, as imagens dos bio-hibridos
fungos@NPs-Pd foram obtidas no microscdpio eletronico de transmissao JEOL
modelo EM 12130 da FIOCRUZ. E as imagens de MET dos bio-hibridos fungos@NPs-
AuPd foram obtidas no Hitachi HT7700 (WCVM imaging centre-Usask).

Difracdo de raios X

Os padroes de difragao foram obtidos usando o difratdmetro Shimadzu XRD-
6000 (Instituto de Quimica-UFBA). Os bio-hibridos foram utilizados inteiros sem
nenhum tipo de deterioracao do material. As analises foram conduzidas por radiagao
monocromatica de Cobre (Cu) de alta intensidade, nas condi¢oes descritas na Tabela
03. O software X'pert high score plus foi empregado para processar os dados obtidos

e comparar com 0s padroes de difragao (Instituto de Quimica-UFBA).
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Tabela 03. Condigoes de operagao do DRX.

Parametros Condigoes
Radiacao Cuxa (A" =0.154056 nm)
Velocidade de Varredura 2°/min.
Voltagem do tubo 40kV
Corrente do tubo 30 mA
Faixa de observacao 10-80°

Andlise termogravimétrica

Os materiais hibridos foram analisados termicamente através de uma
termobalanca, modelo TGA T5000, em curva de aquecimento controlada até 800 °C
(10°C/min), em ar sintético. As amostras foram depositadas em um cadinho de

platina. (USASK-Laboratorio do prof. Robert Scott)
4.2.3 Testes cataliticos

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio-RMN-H,
equipamento Bruker Avance, NMR 500 mHz (SSSC-Usask) foi utilizada para os

testes cataliticos aplicando-se bio-hibridos como catalisadores.

A taxa de conversao foi obtida através do calculo: Taxa de conversao =
produtos/ material de partida (reagentes e produtos), ou seja: [2-metil-butan-2-ol/(2-
metil-3-buten-2-ol + 2-metil-butan-2-ol)] x 100. Os valores utilizados foram as
integrais dos produtos e as integrais dos reagentes para cada tipo de reacao. Por
exemplo, para a reagao de hidrogenagao do 2-metil 3-buten-2-ol foram selecionadas
as integrais do quarteto em 1,35 ppm referente a 3 hidrogenios do produto 2-metil-
butan-2-ol e do quarteto referente a 1 hidrogénio do 2-metil-3-buten-2-ol obtidos a
cada 20 minutos. Para a reagao de oxidagao do alcool crotilico utilizou-se os valores
das integrais do singleto relacionado a 1H do reagente 4lcool crotilico e um dubleto
relacionado a 3H do produto crotonaldeido. Para a reacao de Suzuki, os valores

utilizados foram as integrais do dubleto relacionado a 2H do iodobenzeno e a
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integral do multipleto relacionado a 4H do bifenil, maiores detalhes deste estudo

foram mostrados na segao 5.2.2, p. 95, e no APENDICE D, p. 154.

4.2.4 Medidas de RMN-H

A cinética das reacOes foi avaliada através da espectroscopia RMN-H. Durante

as reagoes, a solugao contendo os produtos foi coletada a cada 30 minutos e separada

cuidadosamente dos fungos. Em um frasco vail a solugdo aquosa contendo os

produtos e reagentes foi misturada com CDCls (cloroférmio-d), agitadas por 5

minutos e transferida para um funil de separagao onde a parte organica foi coletada,

transferida para um tubo de RMN para ser analisadas.

A Tabela 04 apresenta uma lista dos instrumentos empregados para

caracterizagao dos bio-hibridos e as técnicas aplicadas para os testes cataliticos.

Tabela 04. Métodos de caracterizacao utilizados.

Caracterizacao das NPs em

Caracterizacao dos bio-

solucao hibridos
UV-Visivel MEV-EDX TG
Analisador de particulas MET-EDX MO
MET - Jeol HTSEM
EXAFS
DRX

Testes cataliticos

H-RMN
UV-Vis’

* Utilizado também para avaliar a cinética de reducéo do p-nitrofenol apresentado no APENDICE H, p.141.
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4.3 APLICACAO CATALITICA DOS BIO-HIBRIDOS FUNGOS@NPS-AuPd

Os bio-hibridos foram secados por ponto critico para manter a sua morfologia
complexa. Em seguida estes materiais foram utilizados para as reacdes de catalise
sem nenhum outro tratamento adicional. As amostras secas' foram testadas no
laboratdrio do prof. Dr. Robert W. J. Scott da University of Saskatchewan durante o
periodo de Doutorado Sanduiche (Fevereiro-Dezembro de 2015). Os testes de catalise

seguiram etapas distintas que sao apresentadas a seguir.

4.3.1 Reacgoes de hidrogenacao

a) Reagdo de hidrogenagdo

Aproximadamente 2 mg do catalisador bio-hibrido Trichoderma sp@NPs-AuPd
[citrato]:[Au*] = 2,0 foi transferido para um balao de fundo redondo de capacidade
de 1 L. Em seguida este balao foi septado e conectado a uma linha Schlenk por onde
circulava o gas hidrogénio e conectado a um manometro, a pressao inicial de H: foi
0,37 atm. O bio-hibrido foi adicionado e em seguida 6 mL de agua deionizada foi
adicionada, mais 150 pL de metanol. O baldo foi purgado com hidrogénio por 20
minutos. Em seguida o sistema foi agitado por mais 10 minutos para ter certeza de
que nenhum vazamento de gas estava ocorrendo. Entdo 0,1 mL de substrato (2-metil-
3-buten-2-0l) foram adicionados e o tempo anotado. Esta reagao foi efetuada em
temperatura ambiente, sendo controlada através de sensor de temperatura conectado
a placa de agitagao e o balao foi mantido submerso em um banho com agua. A cada
30 minutos, 200 pL da solugdo contendo produtos mais reagentes foram retirados,
misturados com 500 pL de CDCls (cloroférmio-d), agitados, em seguida a parte

organica foi separada e analisada por H-RMN.

* Uma quantidade limitada das amostras foi utilizada para estas reagdes, uma vez que nao foi possivel realizar o
cultivo dos fungos na University of Saskatchewan, todos os testes foram realizados com amostras de fungos
cultivados no LBQM, secados na FIOCRUZ e enviados via correio para Usask.
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b) Reacdo de hidrogenagdo na presenga de luz visivel e no escuro

Os bio-hibridos fungos@NPs-AuPd das quatro espécies de fungos
selecionadas Phialomyces macrosposrus, Trichoderma sp, Penicillium sp e Aspergillus niger
0s quais cresceram previamente na solu¢do de NPs-Au na razao [citrato]:[Au®] =
7,1:1 foram selecionados para os testes de hidrogenagao do MBE sob luz visivel e no
escuro com a finalidade de verificar se existia influéncia das espécies fungicas na
resposta catalitica do material bio-hibrido. A hidrogenagao foi efetuada em frascos
fechados hermeticamente com septos e sob agitagao constante. O procedimento foi o
mesmo descrito na segao 4.3.1(a), exceto que nesta etapa estas reagOes foram
efetuadas apenas em agua, o metanol nao foi utilizado para evitar a degradagao dos
componentes da parede celular dos fungos. Bexigas foram wutilizadas para
armazenamento do H: a baixa pressao (= 0,03 atm). Além disso, estas reagoes desta
etapa foram efetuadas em temperatura ambiente (= 25 °C), sendo monitoradas
através de sensor de temperatura conectado a placa de agitagao, e os frascos foram
mantidos submersos em um banho com &agua (Figura 11). A cada 20 minutos,
aliquotas de 200 pL da mistura contendo produtos mais reagentes foram coletadas e
foi adicionado com 500 uL de CDCls, seguido de agitagao, separagao da parte
organica e analise por H-RMN. A presenca da luz visivel resultou em aumento da
temperatura do meio reacional até 29 °C. Enquanto que no escuro, a reagao procedeu

a25°C.

Figura 11. Reacao de hidrogenagao no escuro e sob luz visivel constituida por

LEDs verdes (poténcia = 500 mW).
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c¢) Reagcdo de hidrogenagcdo para estudo efeito da variagdo das razdes

[citrato]:[Au3*] do bio-hibrido Aspergillus niger@NPsAuPd

Para estudo de como o estado de agregacao das NPs-Au, previamente
depositadas na superficie dos fungos, o qual foi modulado pela variacao da
concentragao dos ions citrato nas razoes molares [citrato]:[Au®*] = 0,3; 2,0; 3,7, 7,1 e
17,3, poderia interferir na formagao e deposicao das NPs-AuPd e conseqiientemente
em sua atividade catalitica, foram selecionados os bio-hibridos da espécie Aspergillus
niger@NPsAuPd que cresceram nas solugdes com as razoes [citrato]:[Au*] = 0,3; 2,0;
3,7, 7,1 e 17,3 respectivamente. Em seguida, estes bio-hibridos foram aplicados para
reacao de hidrogenacao do 2-metil-3-buten-2-0l. As reagdes foram realizadas no
escuro a temperatura ambiente, de acordo com o procedimento descrito na segao

4.3.1(b).
d) Reciclagem dos bio-hibridos utilizando reagdes de hidrogenagdo

Os bio-hibridos Phialomyces macrosposrus, Trichoderma sp, Penicillium sp e
Aspergillus  niger, cultivados previamente em solucdo de NPs-Au na razao
[citrato]:[Au*] = 2,0:1 foram utilizados para estudos de reciclagem. O intuito foi
verificar se haveria influéncia das espécies fingicas na resisténcia dos bio-hibridos
frente a quatro ciclos de reciclagem para a reacao de hidrogenacao do 2-metil-3-
buten-2-ol. Apos cada ciclo, os bio-hibridos foram lavados com agua deionizada 5
vezes e em seguida re-dispersos em 6 mL de dgua ultra pura (Milli-Q) num frasco de
30 mL de capacidade e entdo septados, purgados com hidrogénio por 20 minutos.
Estas reagoes foram efetuadas de acordo com o procedimento descrito na segao
4.3.1(b). Depois de 4 ciclos o material hibrido se encontrava bastante desgastado, os

fragmentos foram perdidos durante a agitacao e lavagens sucessivas.

Os fragmentos restantes apos os 4 ciclos, foram armazenados em capsulas
microporosas de 30 microns (Cedarlane) para procedimento de secagem por ponto
critico (marca Polaron, modelo E3000) e em seguida visualizados em microscopio

eletronico de varredura de alta resolucao (marca Hitachi, modelo SU8010).
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4.3.2 Reacao de oxidacao

Aproximadamente 2 mg do bio-hibrido Trichoderma sp@NPs-AuPd
[citrato]:[Au*] =2,0 foi transferido para um balao de fundo redondo de trés entradas
com 50 mL de capacidade. Em seguida, 6 mL de agua deionizada foi adicionada, e
uma bagueta magnética, o baldo foi conectado a um condensador para obter um
sistema de refluxo. O sistema foi purgado por 20 minutos com Ozg), seguido da
adicao de 300 pL do alcool crotilico (Aldrich). A reagao foi efetuada em temperatura
ambiente. Aliquotas de 200 puL da solugao contendo produtos mais reagentes foram
obtidas em intervalos de 30 minutos, misturadas com 500 uL de CDCls (cloroférmio-

d) e levadas para analise por RMN-H.
4.3.3 Reacao de Suzuki

Em um baldao de fundo redondo de 25 mL de capacidade, 0,5 mmol de
iodobenzeno foi adicionado a H20: etanol (3:2), seguido da adig¢ao 0,3 mmol de acido
bromobenzdico e 2 mmol de Ko2COs. A mistura foi purgada com nitrogénio por 5
minutos e em seguida aproximadamente 2 mg do catalisador bio-hibrido Trichoderma
sp@NPs-AuPd [citrato]:[Au*] = 2,0 foi adicionado. A reacdo foi realizada em
temperatura ambiente. A cada 30 minutos, 200 pL da solugao contendo produtos
mais reagentes foram retiradas e misturadas com 500 pL de CDCls e levadas para

analise por H-RMN.
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo encontram-se os principais resultados obtidos através das
caracterizagoes e aplicagdes dos bio-hibridos fungos@NPs. Procurou-se organizar de
forma diddtica, distribuindo a explicacdo dos fatos e resultados em seg¢oes que
obedecem a ordem cronoldgica de estudos da aplicagao e caracterizagdo dos bio-
hibridos, avaliando seu comportamento frente as diferentes variagdes em seus
sistemas de crescimento provocadas pelas NPs metalicas. Por sua vez, cada secao
apresenta uma breve introdugao apresentando o estado da arte do tema em questao
seguida de resultados e discussao que se complementam a cada se¢ao. Os temas

abordados foram seguintes:

Fungos@NPs-Pd, internalizacdo de nanoparticulas (bioacumulagao) x

toxicidade;

» Catalisadores bio-hibrido fungos@NPs-AuPd;

* Avaliagdo do efeito da espécie de fungo e da aplicacdo da luz visivel na
hidrogenacdo catalitica do 2-metil-3-buten-2-ol utilizando bio-hibrido
fungos@NPs-AuPd como catalisadores;

* Estudo do efeito dos ions citrato para o estado da agregacao das NPs e sua

infuéncia na Hidrogenagao catalitica do 2-metil-3-buten-2-ol utilizando o bio-

hibrido Aspergillus niger@NPs-AuPd;

* Reciclagem dos bio-hibridos fungos @ AuPd.
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51 FUNGOS@NPs-Pd, INTERNALIZACAO DE NANOPARTICULAS
(BIOACUMULACAO) X TOXICIDADE

Neste trabalho foi apresentado um estudo da deposicao de NPs-Pd sobre
fungos filamentosos das espécies: P.macrosporus, Trichoderma sp, Penicillium sp e

A.niger com base na estrutura e crescimento das hifas em meios de elevado estresse.

Fungos sao microrganismos multicelulares bastante versateis, eles possuem
uma parede celular que protege a membrana plasmatica que lhes da elevada
resisténcia mecanica. Os fungos sao capazes de se adaptar a condi¢des mais severas
do que a maioria dos microrganismos, podem crescer em diferentes meios desde pH

2,0 até pH 9,0 e sua alimentagao € via absor¢ao de nutrientes (PELCZAR JR., 2005).

Os fungos filamentosos possuem uma parede celular formada basicamente
por manoproteinas, quitina e 1,3-p-glucanas, os quais variam de espécie para espécie.
Adicionalmente, outros polimeros 1,3- a-glucanas ou 1,6- f-glucanas podem estar
presentes (RAM et al.,, 2004). Estes microrganismos se apresentam como um dos
recursos em biodiversidade menos explorados em todo o planeta (WEBSTER e

WEBER, 2007).

Fungos sao heterotrdficos e seu modo de obtencao de nutrientes € através de
digestao extracelular devido a atividade de enzimas secretadas e seguida da absor¢ao
dos produtos solubilizados digeridos no meio. A combinacdo entre a digestao

extracelular e absor¢ao pode ser vista como uma etapa determinante para o estilo de

vida do fungo (WEBSTER e WEBER, 2007).

Os fungos estudados apresentam morfologia microtubular em que os
filamentos sao denominados de hifas. As hifas podem ser septadas ou nao-septadas
(cenociticas). Os septos sao formados pela invaginagao da parede celular entre as
células que formam um longo filamento e sao capazes de dividir os filamentos em

células distintas contendo os ntcleos (PELCZAR JR., 2005).
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Cada septo possui um poro que permite a migragao do citoplasma e o nucleo
dentro das células (PELCZAR JR., 2005). Além de septos e os poros, também estao
presentes os vacuolos que armazenam espécies moleculares que nao foram
transportadas para a membrana plasmatica durante os processos de absorcao de

nutrientes, para posterior degradagao (PENALVA, 2010).

Materiais bio-hibridos que envolvem a combinagdao de fungos e NPs
apresentam estruturas tnicas as quais sao facilmente reproduzidas (KUBO et al.,
2016). As rotas mais conhecidas de obtengao destes tipos de materiais, em geral,
envolvem o cultivo destes microrganismos em meios contendo NPs, onde o
entendimento dos tipos de interagdes entre os sistemas coloidais e as nanoparticulas
é motivo de interesse para amplas discussdes (SUGUNAN, MELIN, SCHNURER, et
al., 2007; BIGALL et al., 2008; KUBO et al., 2016; ZHU et al., 2016).

Sabe-se que meios contendo elevada concentracao de substancias toxicas para
os microrganismos desaceleram o seu crescimento. Por exemplo, foi reportado que
nanoparticulas de 6xidos como Mn20s inibiram em 50% a captagao de O: em 6.
cerevisizge quando a concentragao das NPs era de 170 mg L. Quando a concentracao
das NPs foi aumentada para 1000 mg L estas contribuiram para destruicao de 30%
da membrana celular (OTERO-GONZALEZ et al., 2013), além disso, o estado de
agregacao destas NPs desempenham importante papel na toxicidade, uma vez que
maior dispersao das NPs pode interferir na sua toxicidade reduzindo-a (OTERO-

GONZALEZ et al., 2013) ou aumentando-a (GARCIA-SAUCEDO et al., 2011).

O tamanho das particulas também pode interferir na toxicidade do meio, por
exemplo, Sun et al., 2014, mostraram que o efeito de toxicidade provocado por
nanoparticulas de PbS em S.cerevisiais depende do tamanho das NPs. Menores
particulas foram mais tdxicas, e provocaram um aumento na sintese da quitina como
resposta do fungo para estas NPs (SUN et al., 2014). Neste trabalho da tese, fungos
puderam crescer em solugdes contendo NPs-Au, mas em solugdes contendo NPs-Pd

em que as NPs sdo menores, seu crescimento foi inibido (BIGALL et al., 2008).
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Buscando investigar mais profundamente os efeitos das NPs-Pd sobre fungos,
foi proposto o cultivo dos fungos em solugdes coloidais de NPs-Pd com diferentes
concentracgoes de ions citrato nas razoes [citrato]:[I’d**] =0,3; 2,0; 3,7 e 7,1, utilizando a

metodologia aplicada para a sintese de NPs-Pd por Bigall et al., 2008.
5.1.1 Resultados e discussao

Este trabalho iniciou-se com um estudo sistematico dos fungos selecionados,
cultivados em condi¢des de elevado estresse, como por exemplo, em solugdes
coloidais contendo NPs-Pd. Figura 12(a) apresenta os espectros de UV-Vis das
solucoes de NPs-Pd e da solucao contendo Pd?. A solucao contendo ions Pd? (um
metal de transicao d) e ions citrato apresentou uma banda em torno de 250 nm que
corresponde a transigoes eletronicas d-d. Por outro lado, os espectros UV-Vis de
solugdes coloidais contendo NPs-Pd nao apresentam banda de absor¢ao plasmonica
na regiao do visivel (LIN et al.,, 2006; BIGALL et al., 2008; BANKAR et al., 2010;
DAUTHAL e MUKHOPADHYAY, 2013).

Alguns tipos de ions de metais de transi¢do nao apresentam cores porque a
transicao entre o orbital ocupado de energia mais alta e o orbital desocupado de
energia mais baixa (AE) apresenta um comprimento de onda curto. Quando ions
metalicos estdo complexados modificagdes dos niveis de energia dos orbitais d
podem tornar AE maior e absor¢ao no visivel pode ocorrer, mas outros ligantes
podem tornar AE menor e a absorgao do visivel desaparece (XIONG et al., 2005;
KUMAR, 2013).

Uma solu¢ao aquosa de Pd* forma a espécie [(PACl(H20)4x]*2- ou
[PACI(OH)s+]?*, cuja formacao depende da concentracao do Pd* e do pH da solugao,
a qual torna o Pd? incolor no espectro visivel (KUMAR, 2013).

Nanoparticulas metdlicas absorvem fotons na regidao do visivel devido a
oscilagao dos elétrons da banda de conducao na superficie metdlica conhecida como
plasmons superficiais. Muitos metais de transicao em nanoescala, como as NPs-Pd
com tamanhos abaixo do que 10 nm, nao mostram picos plasmonicos superficiais
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pronunciados devido as baixas energias envolvidas nas transi¢des d-d incluindo
oscilagdes plasmonicas (KUMAR, 2013).

3.0

a) —— Solugéo Citrato + Pd*
25 —— [Citrato]:[Pd*] = 0,3
—— [Citrato]:[Pd*] = 2,0
——— [Citrato]:[Pd*] = 3,7
—— [Citrato]:[Pd*] = 7,1

Absorbancia

0.0 T T T T
200 300 400 500 600 700
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Figura 12. a) espectro Uv-Vis das NPs-Pd e b) fotografia digital mostrando

aspecto da solugao coloidal.

A metodologia para a sintese das NPs-M empregada foi rapida e em menos de
2 minutos foi possivel observar a mudanga da colora¢do da solugao de bege escuro
proveniente da solug¢ao do precursor PdCl:, para marrom escuro apds a adigao
imediata do agente redutor borohidreto de sdédio (NaBH4) [Figura 12(b)]. A solugao

apresentou-se estavel a temperatura ambiente.

Na reacao de redugao do PdClz, o ion BHs libera o ion hidreto (H-) na presenca
de agua. Esse anion liberado se associa com um dos hidrogénios da agua, formando a
espécie H> e a espécie BHs(OH). O BH3(OH) formado provoca a redugao Pd?.
Contudo, como o meio é acido devido a presenca do HCl, formam-se as espécies
B(OH)+ + H* e 0 Pd?* é reduzido a Pd’, promovendo os processos de nucleagao e

crescimento das particulas na presenca do agente estabilizante (Equagao 01)

n(CsHs(COO0)s)*.2H20(ag + nPdACl2 ag + 2HCI g+ NaBHuag =2 n(CsHs(COO)3)sPd%aq) +
nNaB(OH)4(aq) + NnH2(aq) + NnH3O%@ag) + NClag) (Equagao 01)

A Figura 13(a) apresenta uma tipica imagem de MET de NPs-Pd (no modo de
elétrons secunddrios, campo claro) sintetizadas na razado [citrato]:[Pd*]=2,0. As

nanoparticulas tém morfologia quase-esféricas e se apresentam na forma de
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aglomerados devido a evaporagao do solvente sobre grades de cobre recobertas com
um filme fino de resina Formvar, procedimento geralmente utilizado para

visualizagao de NPs no microscépio eletronico.

a)

b) [ NPs-Pd [Citrato) [Pd™] = 2,0
301 \ —— Gauss Fit NPs-Pd

Contagem (%)

5 10 15 20 25
Tamanho de particulas / nm

Figura 13. a) MET das NPs-Pd, razao [citrato]:[Pd*] = 2,0 e b) distribuigao de

tamanho de particulas processados pelo software Image].

Uma estimativa do diametro das particulas foi feita analisando a Figura 13(a)
utilizando o software Image]J [Figura 13 (b)]. O didmetro médio das particulas foi de
6,4 nm (=70% de NPs com tamanho entre 5 e 9 nm , e = 30% de NPs com tamanho
entre 10 e 20 nm). Uma grande limitacdo desta metodologia é polidispersao das
nanoparticulas, mesmo apds a filtracao, ainda foi possivel obter NPs com tamanhos

muito variados (Figura 56-APENDICE B, p.152).

A Figura 14 mostra imagens de MET do fungo Trichoderma sp nas
magnificagoes 12.000X e 15.000X. Nesta imagem € possivel visualizar as organelas
internas, os septos e os vactiolos. Em maior magnificacdo, [Figura 14(b)] verifica-se a

presenca do poro regido onde ocorre ampla comunicagao entre as células.
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Figura 14. MET do Fungo Trichoderma sp sem nanoparticulas mostrando as

organelas internas, o septo (indicado pela seta preta), bem como os vacuolos

(indicado pela seta vermelha) nos aumentos de a) 12.000X e b) 20.000X.

As espécies de fungos selecionadas que foram cultivadas nas solu¢des de NPs-
Pd com diferentes razdes [citrato]:[Pd*] apresentaram inibi¢ao do seu crescimento. O
resultado nao foi surpreendente, uma vez que nao era esperado que os
microrganismos crescessem nestas solugoes, fato que ja havia sido relatado por Bigall

et al., 2008.

A quantidade de biomassa fungica formada dos hibridos foi bastante limitada.
A Tabela 05 mostra que houve total inibi¢ao do crescimento (indicado pelo sinal “-*)
para os fungos cultivados nas solugdes contendo a proporcao de [citrato]:[Pd*]= 3,7,
com excegao apenas do P.macrosporus. Analisando a Tabela 08, que mostra o pH das
solugdes contendo NPs-Pd antes e depois do crescimento fingico verificou-se que
nesta razao [citrato]:[Pd*]= 3,7, houve um aumento dos valores de pH apds o

crescimento dos fungos (APENDICE B, p.152).

O aumento no pH depois do crescimento fungico em suspensdes coloidais
contendo NPs-Au ja foi observado por Sabah et al., 2012, utilizando o glutamato
monossodico como estabilizantes para NPs. Foi atribuido que o consumo dos ions
glutamato pelos fungos resulta na quebra de macromoléculas a espécies mais simples
como aminodcidos os quais sao reduzidos a espécies ainda mais simples que servem

como nutrientes para os fungos, como por exemplo, carbono (C), grupos hidroxil
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(OH)), nitrogénio (N), hidrogénio (H), ions amoénio (NH+) e ions sddio. Os ions de
cargas opostas se combinam para formar compostos basicos, tais como NaOH,

NHiOH resultando no aumento o pH do meio.

O aumento do pH e a presenca das NPs-Pd com tamanhos reduzidos

interferem na deposicao destes sobre os fungos e consequentemente em seu

metabolismo (SABAH et al., 2012).

Tabela 05. Inibicdo do crescimento dos fungos nas suspensdes contendo

diferentes razoes [citrato]:[Pd?].

Ocorréncia de inibi¢ao do crescimento

Espécie nas suspensoes contendo as seguintes
razoes [citrato]:[Pd?]

0,3:1 2,0:1 3,7:1 7,1:1

: +- +- +-

Trichoderma sp +/-* +/- - -

Penicillium sp - - - _

P.macrosporus

A. niger - - - -

O Trichoderma sp @NPs-Pd [citrato]:[Pd*] = 0,3:1, apresentou a capacidade de
acumular maior quantidade de NPs entre os septos das hifas. Na imagem de MEV
(Figura 15) verifica-se que estas regides entre os septos das hifas sdo brilhantes
devido a presenca de elevado carregamento eletronico nestas unidades, indicando
que elevada quantidade de NPs-Pd foram acumuladas nestas regioes. Esta
informacao é importante uma vez que os septos sdo regides de ampla comunicagao
entre as células, como as NPs foram acumuladas nestas regioes, isto significa que os
processos que envolvem migrac¢ao de ntcleos e/ou organelas citoplasmaticas entre as

células, para o crescimento dos microrganismos, foram comprometidos.

t (+/-) significa inibicao parcial do crescimento, (-) significa inibicao total do crescimento.
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Figura 15. Micrografias eletronicas de varredura dos hibridos Trichoderma
sp@NPs-Pd [citrato]:[Pd*] = 0,3, modo elétron secundario e elétrons retroespalhado

da esquerda para direita, no aumento de 2.000X.

O fungo da espécie P. macrosporus também apresentou inibi¢cao de crescimento
em solucao contendo NPs-Pd com razao [citrato]:[Pd*]= 3,7. A solucdao de NPs-Pd
em que este fungo foi cultivado tornou-se mais clara, fato que pode ser observado
com o espectro UV-Visivel das solugoes antes e depois do cultivo do microrganismo
[Figura 16(a)]. Como a absorbancia da solugao depende da concentracao de NPs, a
reducao na absorbancia € resultante da deposi¢ao das NPs sobre os fungos (KUBO et
al., 2016). A Figura 16 (b) mostra imagem de fotografia digital do fungo P.macrosporus

cultivado na solucao contendo NPs-Pd [citrato]:[Pd?] = 3,7.
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a) —— NP-Pd [citrato] [Pd*] = 3,7
25 —— Pm@NP-Pd [citrato]:[Pd™] = 3.7 (1)
—— Pm@NP-Pd [citrato):[Pd*] = 3,7 (2)
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Figura 16. a) Espectro UV-Vis antes e depois do cultivo do fungo P.

macrosporus na solucdo contendo NPs-Pd, b) fotografia digital do bio-hibrido na

solucao de NPs-Pd [citrato]:[Pd*]=3,7.

Fixando-se arbitrariamente o comprimento de onda em 500 nm, verificou-se
que a absorbancia foi reduzida 23,3% apds o cultivo do fungo, significando que as
NPs migraram da solugao para a superficie dos fungos [Figura 16(a)]. Este resultado
corrobora com a andlise de MET de cortes transversais da hifa do hibrido
P.macrosporu@NPs-Pd [citrato]:[Pd*] = 3,7 [Figura 17 (a)], a qual mostra que as NPs (=
5nm) foram estabilizadas sobre a parede celular do P. macrosporus [Figura 17 (b)].
Verificou-se também a presenca de um componente intracelular, que ocupa

aproximadamente 50% do volume desta regiao.
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Figura 17. MET do bio-hibrido P.macrosporus@NP-Pd [citrato]:[Pd*] = 3,7 nos
aumentos de a) 20.000X e b) 200.000X. c) Distribui¢ao de tamanho de particulas pelo

programa Image]J, d) contagem de particulas gerado pelo programa.

A Figura 18 mostra o MET de cortes transversais de hifas do fungo
P.macrosporus [citrato]:[Pd*] = 7,1 nos aumentos 20.000X, 200.000X, 50.000X e
200.000X. Nanoparticulas de Pd (=5nm) foram depositadas exclusivamente na parede
celular destes fungos. Aumentando-se a razao [citrato]:[Pd*] = 7,1, verificou-se que
as NPs se encontraram mais separadas umas das outras. A parede celular do fungo

P.macrosporus apresentou uma espessa camada de NPs dispersas em sua superficie.

Comparando o pH das solugdes na razao [citrato]:[Pd*] = 3,7 e 7,1 para o
fungo P.macrosporus, (Tabela 08, APENDICE B, p-152), verificou-se um aumento no
pH de 5,3 para 6,1 na razao [citrato]:[Pd*] = 3,7, no entanto na razao [citrato]:[Pd*] =
7,1 nao resultou em alteracao significativa no pH de 6 para 6,1. O pH além de
interferir no metabolismo fungico (KUBO et al., 2016), também pode modificar
caminho de deposicao das NPs, alterando a dupla camada elétrica na superficie das
NPs e sua aglomeragao sobre os fungos (FONTES et al., 2014). Como os valores de
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pH nas duas condi¢des foram mantidos, a maior concentragao de ions citrato no meio
(fonte de carbono) pode promover uma melhor resposta da espécie fungica para
sintese das microfibras da parede celular (parede mais espessa), o que favorece maior

estabilizagao das NPs sobre este fungo nesta condicao especifica (Figura 18).

Figura 18. Imagens de MET P.macrosporus [citrato]:[Pd?*] = 7,1 nos aumentos a)

20.000X, b) 200.000X, c) 50.000X e d) 200.000X.

Os elementos presentes nos hibridos foram analisados através de espectros
EDX obtidos em 500x de magnificagao [Figura 19 (a)], onde verificou-se a presenga
de palddio (Pd), oxigénio (O), enxofre (S), aluminio (Al), Arsénio (As) e uma
intensidade minima de Ferro (Fe). O elemento enxofre o qual pode ser proveniente
dos compostos presentes nas hifas dos fungos (Johnston, 1965), ou do seu
metabolismo (MYUNG et al., 2008) sao revelados como contaminantes para
catalisadores de paladio (YU e SHAW, 1998), uma vez que eles competem fortemente
com os sitios ativos para as reagdes. Os picos do enxofre apareceram em elevada

intensidade em amostras do fungo P. macrosporus [citrato]:[Pd>] =7,1.
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Figura 19. Espectro EDX e MEV do bio-hibrido P.macrosporus@Pd
[citrato]:[Pd*] =7,1.

O pico de aluminio foi proveniente do porta amostra de aluminio utilizado
para MEV, e os demais elementos podem ter sido provenientes do processo de
crescimento dos fungos meios contendo BDA, ou solugdes de ions citrato, o citrato
de sodio e acido citrico utilizados apresentam  algumas impurezasem sua

composigao.

Por outro lado, o fungo da espécie Penicillium sp além de apresentar seu
crescimento inibido na solu¢ao de NP-Pd [citrato]:[Pd*] = 2,0, apresentou resultado
inesperado, as NPs migraram para o interior do citoplasma celular das hifas, sendo

absorvidas por componentes presentes no interior da célula (Figura 20).

Verificou-se ao longo do citoplasma aglomeragdes de NPs [Figura 20(c)],
enquanto que no interior dos vactolos, as NPs apresentaram-se dispersas, e
monodispersas [Figura 20(b e d)]. As NPs-Pd presentes no interior dos vactiolos tem

tamanho médio em torno de 6 nm, calculado através do programa Image].

Nomura et al.,, 2016 mostraram que a internalizacdo de nanoparticulas
poliméricas de poliestireno em fungos filamentosos Aspergillus oryzae por endocitose
ocorreu devido a sua parede celular relativamente mais suave (soft) quando
comparada com a parede celular do Aspergillus nidulans, o qual ndo permitiu a

internalizagao das NPs (Figura 21).
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Figura 20. MET do hibrido Penicillium sp@ NPs-Pd [citrato]:[Pd*] = 2,0
destacando a) corte longitudinal da hifa aumento 12.000X, b) regidao do citoplasma
onde esta o vacuolo 100.000X, c) regidao do citoplasma aumento de 200.000X, d)
destaque para o vactolo 300.000X e distribui¢ao de tamanhos de particulas presentes

no interior do vacuolo obtido pelo Image].

Os mesmos autores retrataram também um aumento nas forgas eletrostaticas
atrativas entre as NPs e a parede celular pode provocar a morte celular em solugoes
de cultivo contendo sacarose, indicando que a adesao das NPs as células
possivelmente induz a morte mais provavelmente do que a internalizagao destas NPs
nas células dos microrganismos (NOMURA et al., 2013). No entanto, quando o
mesmo teste foi feito com o agar, a internalizacdo das NPs nao foi observada,
concluindo que superficies celulares cultivadas em agar adquiriram propriedades
hidrofdbicas (presenca de hidrofobinas) que inibiram a captagdao das NPs pelos

fungos (Figura 21) (NOMURA et al., 2016).
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Figura 21. Internalizacdo de NPs poliméricas em fungos A.oryzae e

nanoparticulas aderidas em A.nidulans, obtido da referéncia (NOMURA et al., 2016).

Através de imagens de MET [Figura 22 (a e b)], avaliando o Penicillium sp
@NPs-Pd numa maior razao [citrato]:[Pd*] = 3,7 foi possivel observar que uma
pequena fracao de NPs-Pd também migrou para o interior de espagos especificos
presentes no interior do citoplasma. Analisando os espectros Uv-vis antes e apds o
crescimento fungico [Figura 22(d)], fixando-se o comprimento de onda em 500 nm,
verificou-se que a absorbancia da solu¢ao NP-Pd [citrato]:[Pd*] = 3,7 também foi
reduzida 22% apds o cultivo do microrganismo, significando que as NPs-Pd foram

depositadas sobre os fungos.
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Figura 22. MET do bio-hibrido Penicillium sp@NPs-Pd [citrato]:[Pd?/]= 3,7 (a-b);
¢) Solugao coloidal de NPs-Pd contendo fragmentos do micélio e d) espectros UV-Vis

da solucao (controle) e da solugao apds o crescimento do fungo.

Analisando as imagens de MET de se¢Oes transversais das hifas dos bio-
hibridos A.niger@NP-Pd com todas as concentracdes de ions citrato (Figura 23),
percebeu-se que esta espécie também nao apresentou a tendéncia em acumular NPs
no interior das células. Na razao [citrato]:[Pd*] = 0,3, foram verificados espagamentos
vazios na parede celular o que pode indicar ruptura [Figura 23 (a)]. Na Figura 23(b)
razao [citrato]:[Pd*] =2,0, as NPs depositadas foram bastante raras. No entanto, na
razao [citrato]:[Pd*] = 3,7, houve uma ocorréncia de acumulagao interna de NPs-Pd
sem ruptura da membrana [Figura 23 (c)] e na razao [citrato]:[Pd*] = 7,1 [Figura 23
(d)], observou-se uma camada de NPs-Pd depositadas sobre a parede do fungo. Nao
foi observado nenhum caso de aumento da espessura da parede celular mesmo apos

3 meses de cultivo destes fungos.
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Figura 23. Imagens de MET do bio-hibrido A.niger@NP-Pd razoes
[citrato]:[Pd*] = a) 0,3; b) 2,0; c) 3,7; d) 3,7; e) 7,1 e f) espectro EDX do A.niger@NP-Pd
[citrato]:[Pd*] =7,1.

Analisando os espectros de EDX dos bio-hibridos contendo NPs-Pd e NPs-Au
puras que foram cultivados nas mesmas condic¢oes e concentragdes de ions citrato, foi
possivel comparar as razdes metal/metaltcarbono utilizando os valores de
porcentagem atomicos. As NPs-Au podem inibir apenas parcialmente o crescimento

fangico uma vez que estes apresentam respostas varidaveis quando se modifica o seu

meio de cultivo (KUBO et al., 2016).

A Figura 24 mostra um grafico de uma andlise semi-quantitativa da relacao
metal/metal+carbono de bio-hibridos cultivados em trés metais diferentes nas razoes
[citrato]:[M™] = 0,3; 2,0; 3,7; e 7,1. Devido a reconhecida biocompatibilidade, os
fungos acumulam uma maior quantidade de NPs-Au que Pd. Por exemplo, nas
mesmas condi¢Oes, o fungo P. macrosporus apresentou 10% a mais de NPs-Pd
comparado com o A.niger na razao [citrato]:[Pd*]=7,1. Estes resultados foram

compativeis com as imagens de MET (Figura 18 e Figura 23).
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A quantidade de metais que pode ser depositada em cada espécie de fungo
depende de diversos fatores, dentre eles pode-se citar o metabolismo de cada
microrganismo, variabilidade das caracteristicas bioldgicas, diferentes grupos
funcionais presentes na parede celular do fungo, substancias que sao liberadas
durante o crescimento e absor¢ao de nutrientes. Portanto, sao variagoes que nao
podem ser controladas por se tratar de organismos vivos, e cada espécie pode se

comportar de maneira diferenciada.

Aspergillus niger E [ [citrato):[Au’"] = 7,1:1

B [citrato]:[Pd’ '] = 7,1:1
I [citrato]:[Pt' ] = 7,1:1
[ [citrato]:[Au""] = 3,7:1
B [citrato]:[Pd” "] = 3,7:1
Penicillium sp2 | ] B [citrato]:[Pt'] = 3,7:1
[ [citrato):{Au’"] = 2,0:1
B (citrato]:[Pd’ '] = 2,0:1
B [citrato]:[Pt' "] = 2,0:1
B [citrato]:{Au’"] = 0,3:1
B (citrato]:[Pd’'] = 0,3:1
B [citrato]:[Pt'] = 0,3:1

Trichoderma sp

P. macrosporus )
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Metal/(Metal + Carbono)

Figura 24. Quantidade de Au, Pd e Pt depositadas em diferentes espécies de
fungos cultivados nas solugdes com diferentes quantidades do ion citrato. Razoes

Metal:(Carbono + Metal) foram obtidos através da técnica de EDX.
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5.1.2 Consideracoes finais

Comparando-se os meios com os diferentes metais verificou-se que os fungos
que mais assimilaram nanoparticulas foram aqueles que cresceram em solugdes
contendo NPs-Au. No entanto para aplicagoes em reagoes cataliticas, as NPs-Pd sao
mais requisitadas quando o interesse é aplicar em reagdes de oxidagao, Suzuki,
hidrogenagoes (HOU et al., 2008; LUDWIG et al., 2011b; COLLINS et al., 2014), que
sao importantes rea¢des requeridas em escala industrial. Desta maneira, para evitar a
inibi¢ao do crescimento, a baixa acumula¢ao das NPs-Pd e possivel contaminacao do
paladio com enxofre causada pelos fungos, foi pensado em uma nova estratégia para
redugao seqiiencial do sal de Pd sobre NPs-Au para obter bio-hibridos
bimetdlicos/NPs-AuPd com a finalidade de aplicad-los em reagoes cataliticas de
interesse industrial que envolvem a oxidagao, hidrogenacao, e rea¢ao de Suzuki. Na
secao seguinte, novas estratégias para obtencao dos bio-hibridos fungos@NPs-AuPd

serao apresentadas.
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5.2 CATALISADORES BIO-HIBRIDO FUNGOS@NPS-AuPd

Microrganismos tais como virus, bactérias e fungos sao biotemplates atrativos
para auto-organizacao de materiais em nanoescala devido as suas formas estruturais
vivas Unicas e baixo custo de reproducao (BERRY et al., 2004; BERRY et al., 2005;
RADLOFEFF et al., 2005; FONTES et al., 2014; ZHU et al., 2016). Fungos tém sido
aplicados como suportes para deposi¢ao de NPs metalicas com diversas abordagens
de utilizagdo como, por exemplo, em terapia fototérmica (ZHU et al., 2016), adsorgao
de contaminantes (ZHU et al., 2016), eletronica (BERRY et al., 2004) e na catalise

(BIGALL et al., 2008).

NPs-Pd tem sido aplicadas na escala industrial em reagdes como oxidacao de
alcodis (FENG et al., 2010; ZHANG et al., 2011; YAN et al., 2016), reacao de Suzuki
(ELLIS et al., 2010; DAS et al., 2011; DU et al., 2011, COLLINS et al., 2014; GU et al.,
2015) e hidrogenagao de olefinas (NIU et al., 2001; LUDWIG et al., 2011a; MONDAL et
al., 2016; OHNO et al., 2016).

Alguns parametros definem o aumento da transferéncia de massa no sistema,
por exemplo, aumento da solubilidade do gas no solvente liquido e por sua vez o
catalisador o qual deve interagir e apresentar superficies ativas disponiveis na reagao
(RAWEEWAN KLAEWKLA et al., 2011). Outros parametros que também interferem
na transferéncia de massa sao: a agitagao mecanica que favorece a solubilizagao do
gas no liquido porque aumenta a area interfacial gas-liquido quando dispersa o Ha)
na fase liquida (GUTIERREZ-ORTIZ et al., 2000); o aumento da quantidade do
catalisador (VELU et al., 2011); a morfologia e tamanho das particulas (WILSON et al.,
2006; MA e SEMAGINA, 2010).

Nas reagoes de hidrogenacao, o palddio ¢ um importante catalisador porque
ha evidéncias de que o H ¢ dissolvido no interior da fase metalica, no entanto o
mecanismo da interacdao entre palddio e hidrogénio ocorre ainda ¢ motivo de
controvérsias. Alguns autores consideram que o H interage com os atomos

localizados em subsuperficies (LUDWIG et al., 2010), fato que favorece o aumento da
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atividade catalitica para a conversao de alcenos, como exemplificado na conversao

do cis-2-buteno para butano-D: (Figura 25).

Atomos subsuperficiais com baixa coordenacgao facilitam a difusao do
hidrogénio nas subsuperficies e a formagao de espécies de hidrogénio ativas

requeridas para a hidrogenacao (LUDWIG et al., 2010).

A maior preocupagao para a sintese destas NPs metdlicas estad em obter um
suporte adequado para estes catalisadores metalicos, o qual deve manter os sitios
ativos disponiveis para as reagoes, idealmente nao deve interagir quimicamente com

o substrato de modo a reduzir a velocidade da reacao (HAGEN, 2015c).

Difusdo rapida de H atraves
de sitios superficiais de baixa
coordenacio

" Hidrogénio superficial

. Hidrogénio sub-
). superficial/volume absorvido

Nanoparticulasde Pd

Figura 25. Esquema mostrando a conversao do cis-2-buteno para butano-D:
através dos diferentes niveis em que o Hidrogénio pode interagir tanto na superficie
quanto nas sub-superficies das NPs-Pd facilitando a hidrogenac¢dao. Adaptado de

Ludwig et al., 2010.

Ha4 algumas décadas atrds, algumas pesquisas estavam voltadas para a
bioacumulagao de ions de metais pesados tais como cadmio, chumbo, uranio em
microrganismos como fungos, bactérias e até mesmo algas a fim de aplica-los em bio-
remediagao para purificacdo de meios aquaticos e residuos (NORRIS e KELLY, 1977;
OLAFSON et al., 1979; MACASKIE e DEAN, 1982; MACASKIE e DEAN, 1985).
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Como por exemplo, em 1982, Macaskie e Dean reportaram que alguns tipos de
proteinas presentes em fungos e bactérias chamadas de metaloproteinas eram
responsaveis pela sua capacidade de acumulacao de metais pesados, informando que
o fungo da espécie Aspergillus niger era capaz de acumular cadmio em
aproximadamente 15%, obtidos da massa seca do mesmo. E apontaram a presenga de
“exopolimeros” produzidos por alguns microrganismos que sao capazes de liga-los

aos metais (MACASKIE e DEAN, 1982).

Atualmente, como uma alternativa para a sustentabilidade dentro do tema da
quimica verde, estudos tém sido focados na utilizacdo de fungos e outros
microrganismos como suportes biologicos (LI, ZHI et al., 2003; SUGUNAN, MELIN,
SCHNURER, et al., 2007; BENNETT et al., 2010; BIGALL, 2010; REHMAN et al., 2011;
FONTES et al., 2014). Recentemente, artigos de revisdes tém sido publicados
mostrando o quanto o interesse em microrganismos como suporte tem ganhado
espago na darea de sintese de materiais avancados (FAKHRULLIN et al., 2012;
DEPANCHE et al., 2014; PARK et al., 2014; SELVAKUMAR et al., 2014; ZHU et al.,
2016).

Os fungos aplicados neste trabalho possuem morfologia filamentosa e
estruturas que os identificam e os diferenciam em suas espécies, alguns deles tém a
capacidade de assimilar uma maior quantidade de NPs nestas estruturas que os
identificam. Por exemplo, o fungo da espécie P.macrosporus apresenta estrutura em
forma de conidios (RODRfGUEZ et al., 2016), no entanto, quando este cresce em
solugdes contendo NPs-Au, ele forma uma estrutura denomidada clamidoésporo, que

¢ verificada quando ele se encontra em ambiente de elevado estresse, como um

mecanismo de defesa (FONTES et al., 2014).

Neste trabalho, fungos foram aplicados como suporte para a deposicao de
NPs-Au e em seguida NPs-Pd através da reducao seqiiencial utilizando o acido
ascorbico como agente redutor para o sal de paladio. Os fungos contendo NPs-Au

serviram como sementes (“seeds”) para a deposicgao e crescimento das NPs-Pd.
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5.2.1 Resultados e discussio

O resultado principal foi um material bio-hibrido que apresenta a
funcionalidade das NPs-Au e Pd acopladas em um suporte bioldgico. O mecanismo
de estabilizacdo destas NPs ainda nao é completamente entendido, no entanto,
supOe-se que componentes presentes na parede celular e/ou formados através do
metabolismo fungico foram capazes de estabilizar estas NPs na superficie da parede

celular (FAKHRULLIN et al., 2012).

Nas etapas de sintese para obter NPs bimetdlicas, sabe-se que dtomos de um
metal podem ser depositados em um cluster formado de outro metal via processo de
“semente-germina¢ao”, em que um cluster sem ligantes passivantes sofre uma
segunda etapa de reducao na presenca do sal do outro metal (FERRANDO et al.,
2008).

As sementes de ouro (NPs-Au = 20nm) depositadas previamente sobre os
fungos, estabilizadas através dos grupos funcionais (-COOH, -NH2) presentes na
parede celular destes microrganismos, serviram como o centro de nucleagao para a
reducdo do Pd, o que geralmente resulta em NPs do tipo core-shell. Foi reportado por
DASH et al., 2009, que na presenca das sementes de ouro, a cinética de redugao do
Pd* pelo 4cido ascérbico é muito mais rapida, e que com estas rotas poucas

particulas de Pd puras sao formadas.

Na Figura 26, sao mostradas imagens de MEV de alta resolucdo, as quais
revelaram as NPs presentes na superficie dos fungos estudados, as NPs-AuPd foram
obtidas pelo processo “semente-germinacao” (seed-germ). Através do modo de
elétrons retroespalhados, verificou-se uma relativa diferenca de coloragao entre
nanoparticulas maiores (= 70 nm) que se apresentam mais claras e brilhantes quando
comparadas com as nanoparticulas menores, (=20 nm). Isso foi claramente observado

na [Figura 26(b.1)].
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Particulas compostas por atomos de maior densidade eletronica emitem uma
intensidade maior de elétrons para o detector, no modo de funcionamento de
elétrons retro-espalhados estas particulas serdao mais claramente refletidas. O atomo
de Au apresenta massa atdmica = 196,97 e niimero atomico = 79 em seu estado
neutro. Enquanto atomos de Pd apresentam massa atomica de 106,42 e numero
atomico = 46. Quando os atomos de ouro sdo atingidos pelo feixe proveniente do
canhdo de elétrons no microscopio eletronico de varredura, eles refletem uma
quantidade maior de elétrons e por isso apresentam-se mais claros (GOLDSTEIN,

2003).

Um maior entendimento das propriedades destes bio-hibridos sera
apresentado mais adiante na secao 5.4 p. 113 onde foram apresentadas as
caracterizagOes fisico-quimicas. Nesta secdo uma atencdo maior foi dada as as

caracteristicas morfologicas destes materiais obtidos observados através do MEV.

I I
SU8000 5.0kV 5.1mm x40.0k SE(UL) T " qlooum | sus00o 5.0kv 5.1mm x100k SE(UL)
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Figura 26. MEV do bio-hibrido Trichoderma sp@NPs-AuPd, razdes molares
[citrato]:[Au*] = a) 0,3 e b) 2,0; nos aumentos de 10.000X (a-b) e 100.000X (a.1-b.1) e

modo de elétrons secundarios (a, a.1 e b). Modo de elétrons retroespalhados (b.1).
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Desta maneira, supde-se que as NPs mais brilhantes (= 20 nm) que foram
depositadas previamente sobre os fungos sao as NPs-Au (seeds), e as nanoparticulas
maiores provavelmente sao formadas por AuPd, na qual o Pd encontra-se na camada
mais externa das NPs tornando-as mais escuras no MEV. Imagens de MEV dos
fungos Trichoderma sp@NPs-AuPd razodes [citrato]:[Au*] = 0,3, 2,0, 3,7, 7,1, e 17,3
foram mostradas no APENDICE C, p.153.

NPs-Pd com tamanhos de 33 a 110 nm foram sintetizadas por Chen et al., 2010
utilizando NPs-Au = 3 nm como sementes, seed colloid, para redugao do H2PdCls na

presenca de H20: como agente redutor e ions citrato como estabilizante das NPs

b)
l-ll!!!

Diameter | e

(Figura 27).

Figura 27 a) MEV de NPs-Pd e b) distribui¢do de tamanho de particulas.
Fonte: Chen et al., 2010.

Foi reportado que era possivel ajustar o tamanho médio das NPs-Pd obtidas
através da variacao da concentracao de sementes de ouro, o tamanho médio das NPs-
Pd foi reduzido de 110 para 33 nm quando a quantidade das NPs-Au foi aumentada
de 20 para 500 uL (CHEN et al., 2010).

Aproximadamente 0,2 mg do biocatalisador foram utilizados nestas reagoes.
Foi realizado primeiramente um experimento controle. Quando o bio-hibrido foi
adicionado ao volume de dgua utilizado nestas reacdes e entdo submetido a agitacao
estes ficaram fragmentados em pequenos pedagos, mas a tendéncia a maior

fragmentacao depende da espécie fungica, por exemplo, o P.macrosporus tendeu a se
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fragmentar mais facilmente do que o Trichoderma sp, depois de submetido a agitacao.
No entanto, foi possivel obter um material que preservou as mesmas caracteristicas
ap0s a agitacao, NPs foram mantidas estabilizadas na superficie da parede celular
(Figura 28). Com a finalidade de monitorar a resisténcia mecanica destes
catalisadores, aproximadamente a mesma massa de bio-hibrido foi submetida a

agitacao por 2 horas, sem a presenga de reagentes.

Foi possivel perceber, pela Figura 28(c) e (d), que o fungo foi efetivo para
suportar as NPs estabilizando-as em sua superficie, mesmo apds a agitagao. As NPs
nao se desprenderam do fungo, uma vez que elas se encontram estabilizadas por
cadeias de polissacarideos presentes na sua parede celular ou por compostos

produzidos através do seu metabolismo (FONTES et al., 2014; KUBO et al., 2016).

A Figura 28 apresenta imagens de MEV bio-hibridos Trichoderma sp@NPs-
AuPd razao molar [citrato]:[Au®] = 2,0, nos aumentos de 500, 1000, 10.000 e 40000X.
A Figura 28 (a) foi obtida no modo de elétrons secundarios. As Figura 28(b), (c) e (d)
foram obtidas no modo de elétrons retroespalhados. A Figura 28(b) mostra que
algumas hifas ndo apresentam recobrimento homogéneo tornando-se mais escuras
no modo de elétrons retroespalhados, no aumento maior [Figura 28 (c)], verifica-se a
relativa diferenca de uma hifa com NPs dispersas e o esporangio completamente
recoberto pelas NPs. A Figura 28 (d) obtida no aumento de 40.000X, apresenta

detalhes das NPs-AuPd na superficie do esporangio.
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Figura 28. MEV dos bio-hibridos Trichoderma sp@NPs-AuPd que foram

testados em 2 horas de agitacao a 30°C, razao molar [citrato]:[Au*] = 2,0.

Na razao [citrato]:[Au*] = 7,1, depois da deposicao das NPs-AuPd, o
Trichoderma sp gerou uma camada superficial acima das nanoparticulas, nao se sabe
ao certo a origem desta ultraestrutura, provavelmente é proveniente de material
produzido a partir da parede celular ou por substancias produzidas através do
metabolismo secundario do fungo como resposta ao estresse causado pelo meio
(KUBO et al., 2016). Neste caso, foi possivel perceber uma fina camada polimérica
envolvendo as nanoparticulas em sua superficie (Figura 29- indicado pelas setas

brancas).

KUBO et al., 2016, consideram que o excesso ou a privacao de nutrientes ao
redor dos fungos pode determinar o caminho metabolico modificado por genes
especificos resultando em um filme de hidrofobinas que pode ser responsavel pela
deposicao e estabilizacao das NPs sobre a parede celular. Estas hidrofobinas podem
ter sido formadas sobre as NPs-AuPd apds a deposicao destas sobre os fungos,

contribuindo para que as NPs permanecessem ligadas em sua superficie.
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Figura 29. MEV Trichoderma sp@NPs-AuPd [citrato]:[Au*] = 7,1, com destaque

para as micro-peliculas formadas na superficie das NPs.

NPs-AuPd formadas apresentaram aspecto rugoso, mostrando sua superficie
heterogénea em imagens de MEV obtidas no modo de elétrons secundarios no
aumento de 100.000 X. A Figura 30 destaca as particulas aproximadamente esféricas
que apresentam a superficie rugosa, sendo a maioria destas com tamanho entre 60 e

100 nm de diametro.

Figura 30. MEV bio-hibrido Trichoderma sp @NPs-AuPd [citrato]:[Au*] com

destaque para a morfologia das NPs-AuPd formadas.

No presente trabalho de tese, a primeira idéia foi aplicar estes novos bio-
hibridos como catalisadores nas reagoes de oxidacao do alcool crotilico, na reacao de

Suzuki e na reagao de hidrogenacao do 2-metil-3-buten-2-ol. Assim estas trés reagoes
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foram avaliadas, aplicando-se um mesmo sistema hibrido que foi obtido nas

condi¢des semelhantes (Tabela 06).

O sistema hibrido formado pelo fungo da espécie Trichoderma sp@NPs-AuPd
cultivados em NPs-Au razao [citrato]:[Au®]= 2,0, foram aplicados para esta avaliagao
inicial. Esta razao foi escolhida por trés motivos: i) verificar qual a melhor resposta
catalitica para o bio-hibrido fungo Trichoderma sp@NPs-AuPd nestas trés reagoes em
uma mesma condicdo; ii) este bio-hibrido apresentou maior massa micelial em
relacdo aos demais fungos e por isso foi possivel aplica-lo para um maior numero de
reagoes; iii) estes fungos foram cultivados no LBQM e entao enviados para a USASK,
uma quantidade limitada destes materiais foi disponivel para aplicagdoes destes nas

reacoes.

Na reacao de hidrogenacao, o baldao de reacao foi purgado juntamente com o
bio-hibrido com hidrogénio para que todo o vapor de dgua e gases dissolvidos no
interior do balao e do solvente (dgua deionizada) fosse substituido por H:. Nesta
reacao foi utilizado 150 uL de metanol para aumentar a solubilidade do alcool 2-

metil-3-buten-2-ol na solugao e aumentar assim a transferéncia de massa.

As reagOes foram testadas aplicando a velocidade de agitacao de 1200 RPM
para manter constante a dispersao do Hae) sobre a fase liquida e para aumentar a
dispersao dos bio-hibridos também na fase liquida. O produto de interesse deve ter
boa solubilidade no solvente e este nao pode apresentar ressonancias na regiao de

interesse da substancia que esta sendo analisada (Saksri Supasorn e Vibuljun).

Na Tabela 06 sao apresentados os resultados da porcentagem de conversao
obtidos aplicando-se o Trichoderma sp@NP-AuPd como catalisador. A reacdao de
hidrogenacao do 2-metil-3-buten-2-ol apresentou 99% de conversao, seguido da
reacao de Suzuki com 15% de conversao e por ultimo a oxidagao do alcool crotilico
com 2,0%. Estes resultados foram obtidos através dos calculos apresentados na se¢ao

4.2.3, p. 59, e detalhados no APENDICE D, p. 154, utilizando espectroscopia RMN-H.
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A elevada conversao na reagao de hidrogenacao atribuiu-se a alguns fatores i)
a pressao de Hag aplicada que faz aumentar os choques entre as moléculas de Hz) e
os demais componentes da mistura reacional; ii) a forte influéncia da concentracao
do palddio presente nas NPs sobre os bio-hibridos; iii) a utiliza¢gdo do metanol como
solvente para aumento da solubilidade e transferéncia de massa no sistema liquido-
solido-gas. A presenca do solvente pode aumentar a cobertura superficial de

hidrogénio na superficie do catalisador (SINGH e VANNICE, 2001).

As reagoes de hidrogenacao também sao consideradas sensiveis a estrutura, e
também dependem do tamanho das NPs. A escolha do MBE foi estrategicamente
pensada por ele ser mais soltvel em dgua do que o &lcool alilico, por exemplo. O
MBE apresenta ponto de ebuli¢do acima das temperaturas em que as reagoes de
hidrogenagao ocorrem, por ser um alcool simples evita a ocorréncia de reagoes

paralelas que podem interferir na atividade do catalisador (Singh e Vannice, 2001).

Tabela 06. Reagentes, produtos e porcentagem de conversao na presenca do
catalisador bio-hibrido Trichoderma sp@NP-AuPd razao [citrato]:[Au®] = 2,0, apds trés

horas de reacao.

o, C 3
Reagente Produto {0 onversa~o /
tipo de reacao
o
NN H o] 2,0 Yo
HeC™ ™ OH H3C)\/\|\H Oxidacao do
alcool crotilico
o o 15%
h ' Reacao de
@ A @ acoplamento
Suzuki-Miyaura
MO QP 99%
HCZ” HaC Reacao de
CHj CHs . ~
Hidrogenacao
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5.2.2 Espectros RMN-H

a) Oxidagdo do dlcool crotilico

A Figura 31 mostra os produtos da reagao de oxidacao que foram identificados
por RMN-H. Esta reagao se procedeu em 3 h, a cada 30 minutos, aliquotas da mistura
contendo produtos e reagentes foram coletadas, misturadas com CDCls como
descrito na secdo 4.2.4, p. 60 . Nesta figura sao mostrados apenas os espectros obtidos
nos tempos de 1, 2 e 3 h de reagao, indicados pelas cores vermelha, verde e lilds,
respectivamente. O espectro de cor azul é do alcool crotilico (substrato), no solvente
CDCIs sem o tratamento com Ozg. Depois da exposicao ao Oz, 0s picos
caracteristicos do crotonaldeido comecaram a aparecer com aproximadamente 30
minutos de reacdo (APENDICE I, p. 159), os quais se apresentaram levemente mais

intensos apos 3 horas.

O alcool crotilico (Figura 31) apresenta um multipleto em 5,6 - 57 ppm
relacionado a 2H (b e d), um dubleto em 4,06 - 4,07 ppm relacionado com 2H (e), um
singleto em 2,16 ppm relacionado a 1H(a) e um duplo dubleto em 1,69 - 1,71 ppm
relacionado com 3H(c). Quando o alcool crotilico é hidrogenado na presenca de NPs-
Pd, ele é seletivamente convertido a crotonaldeido (BALCHA et al., 2011). O
crotonaldeido é caracterizado por um dubleto em 9,48 - 9,49 ppm relacionado a 1H
(e”), um multipleto em 6,83 - 6,90 ppm relacionado a 1H (d”), um multipleto em 6,11 -
6,17 ppm relacionado a 1H (b”) e um duplo dubleto em 2,01 - 2,03 ppm relacionado a
3H do CHs (c’). O calculo da porcentagem de conversao foi realizado como descrito
na segao 4.2.3, p. 59 e detalhado no APENDICE D, p. 154. os valores utilizados foram
as integrais do duplo dubleto relacionado a 3H (c) do alcool crotilico e do duplo

dubleto relacionado a 3H (¢”) do crotonaldeido.
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Figura 31. Espectros RMN-H do produto da reacdo de oxidagao do alcool

crotilico aplicando o bio-hibrido Trichoderma sp@NP-AuPd razao [citrato]:[Au’] = 2,0.

As letras em azul identificam os hidrogénios indicados no espectro.

Um dos mecanismos que tem sido propostos para esta reacdo envolve a

eliminacao de f-H seguido pela adicao de oxigénio em espécies de Pd-H (Figura 32).

O papel do oxigénio no mecanismo da reacdo de oxidagao do alcool crotilico na

presenca de NPs-AuPd ¢é retirar o H adsorvido da superficie do catalisador que

forma espécies Pd-H com o alcool (BALCHA et al., 2011), como € esquematizado na

(Figura 32).
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Figura 32. Esquema proposto para a formacao do crotonaldeido na presenca
de bio-hibridos fungos@NPs-AuPd, a regido marrom representa as NPs-AuPd e a
regido vermelha representa as NPs-Au. Adaptado de BALCHA et al., 2011.
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b) Reagdo de acoplamento Suzuki-Miyaura

Os produtos da reagao de Suzuki sao mostrados na Figura 33. Foram feitas
analises a cada 30 minutos durante 3 horas de reacdo. Esta figura mostra os espectros
obtidos a cada 1 h de reagao. O espectro azul do iodobenzeno em CDCls mostra que
apos 1 hora de reagao algumas mudancgas puderam ser observadas como € destacado
na Figura 33(b), o aparecimento do multipleto caracteristico do bifenil foi observado

em 7,4 ppm.
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Figura 33. Espectros RMN-H do produto da reacao de Suzuki (a), destacando
o material de partida iodo-benzeno (b) na presenca do bio-hibrido Trichoderma
sp@NP-AuPd razao [citrato]:[Au*] = 2,0. As letras em azul identificam os

hidrogeénios indicados.

O iodo-benzeno (Figura 33) apresenta um dubleto em 7,71 - 7,72 ppm,
relacionado a 2H (a), um tripleto em 7,33 - 7,36 ppm relacionado a 1H (b) e um
tripleto em 7,10 - 7,14 ppm relacionado a 2H (c). O Bifenil que € o principal produto
da reagao de Suzuki que apresenta um multipleto em 7,5 ppm relacionado a 4H (a’),
um multipleto em 7,4 ppm relacionado a 4H (b”), um multipleto em 7,35 relacionado
a 2H (c’). O calculo da porcentagem de conversao foi realizado como descrito na

secao 4.2.3, p. 59 e detalhado no APENDICE D, p. 154, os valores utilizados foram as
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integrais do dubleto relaciodado a 2H (a) do iodobenzeno, e a integral do multipleto

relacionado a 4H (b’). Como indicado na Figura 33.

A etapa determinante da velocidade da reacao de Suzuki é a quebra da ligacao

C-I do haleto de arila. Nesta etapa elétrons sao transferidos para atomos de C e L

para formar ligagoes C-Pd e I-Pd. A qual é basicamente a formacao das ligacoes C-Pd

e a quebra das ligagoes C-X (Figura 34). Os elétrons provenientes das transi¢oes

eletrOnicas entre Au e Pd sao injetados no iodobenzeno para quebrar as ligagoes C-1

(WANG et al., 2013). Neste esquema proposto para mecanismo da reacao de Suzuki

apresentado na Figura 34, a base foi NaOH, mas nesta reacao foi utilizado como base

o carbonato de potassio (K2COs).

Inicio

Suzuki

Figura 34. Esquema proposto para a formagao do bifenil através do ciclo

catalitico de Suzuki, na presenca de bio-hibridos fungos@NPs-AuPd, a regiao

marrom representa as NPs-AuPd e a regido vermelha representa as NPs-Au.

Adaptado de Giiri, 2016.
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c¢) Hidrogenacgdo do 2-metil-3-buten-2-ol

A Figura 35 mostra o espectro do 2-metil-3-buten-2-ol puro obtido sem o
tratamento com o Hzg), 0 qual é identificado com a cor azul Os espectros de cor
vermelha, verde e lilds mostram a conversao em 1, 2 e 3h de reacdo. Os picos
caracteristicos do MBA comegaram a aparecer com 30 minutos de reagaio APENDICE
I, p.159. Depois de 1h os picos caracteristicos do MBE desapareceram, indicando

completa conversao a MBA.

A taxa de conversao foi obtida através do calculo mostrado na secao 4.2.3, p.
59 e detalhado no APENDICE D, p. 154. O MBE (Figura 35) é caracterizado por um
duplo dubleto em 5,81-5,86 ppm referente a 1 hidrogénio do grupo CH (e), um duplo
dubleto em 4,82-5,07 ppm referentes a 2 hidrogénios do grupo CH: (d), um singleto
em 1,31 ppm referente a 6 hidrogénios do grupo CHs (c e b) e 1 singleto em =2 ppm

relacionado ao hidrogénio do grupo OH (a).

O produto formado pela hidrogenacao do MBE ¢é o 2-metil-butan-2-ol (MBA),
o qual apresenta um duplo dubleto referente a 2 hidrogénios (e’) em 1,48-1,52 ppm
do grupo CHz, um tripleto referente a 3 hidrogénios em 0,90-0,93 ppm do grupo CHs
(d’), um singleto referentes a 6 hidrogénios do grupo CHs em 1,2 ppm (b” e ¢) e um

singleto em = 1,59 ppm referente ao grupo OH (a’) mostrados na Figura 35.

Os valores utilizados para o cdlculo da taxa de conversao foram os resultados
da integracao do duplo dubleto (e’) referente a 2 hidrogénios do 2-metil-butan-2-ol, e
do duplo dubleto (e) referente a 1 hidrogénio do 2-metil-3-buten-2-ol, obtidos a cada

20 minutos (Figura 35).

100



2-metil-3-buten-2-ol 2-metil-butan-2-ol

c d c d’
H 3C / C H2 H 3C CH 3
H,C OHH

b aje

5 [rel]

i I II_J

Hid_{3) 1 1 D:\Hid Trich 2-1
Scale : 1.00

15

Hid_(1) 1 1 D:\Hid
Scale : 25

"MBE + metOH" 1 1 D:\Hid Trich_2-1
Scale : 0.25

Figura 35. Espectros RMN-H do produto da reagao de hidrogenagao do alcool
crotilico aplicando o bio-hibrido Trichoderma sp@NP-AuPd razao [citrato]:[Au®] = 2,0.

As letras em azul identificam os hidrogénios indicados.

O mecanismo da hidrogenacao de alcenos foi proposto em 1984. A Figura 36
apresenta um esquema proposto adaptado para a hidrogenacao do MBE utilizando
os bio-hibridos fungos@NPs-AuPd como catalisadores em condi¢des brandas a baixa
pressao. Quando inicia-se o fluxo de Hzg) na presencga do bio-hibrido, As NPs-AuPd
transferem elétrons para o Hxg, o qual se dissocia formando espécies Pd-H na
superficie do bio-hibrido Figura 36(a) e (b). Foi mostrado por Ludwig et al., 2010, que
uma fraca ligacdo com o H também pode ser formada em regides subsuperficiais das

NPs. Como o fungo apresenta superficie flexivel em que os filamentos podem se
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curvar ou distorcer sua posi¢ao facilmente (ndo sao microtubos rigidos) durante a
agitacdo mecanica, as regioes subsuperficiais também ficam expostas, favorecendo
estes processos de interagao do H com as NPs subsuperficiais, fato que favorece um
aumento da eficiéncia do processo. Depois de formar as espécies Pd-H o MBE ¢é
adsorvido na superficie do bio-hibrido, sofre uma adicao eletrofilica e se liga na
superficie das NPs-AuPd [Figura 36 (c) e (d)]. Em seguida o MBE sofre mais uma
adigao eletrofilica do segundo H (azul) seguido da dessorcao do MBA (e).

M u
"o H
Ho =
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HH HH"Q:\v H

CH=CHC{CHL,OH 1
—
I
-CH,=CHO{CHZ,0H
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H-H

Figura 36. Esquema proposto para a formacao do 2-metil-butan-2-ol a partir
da hidrogenacdao do 2-metil-3-buten-2-ol na presenca de bio-hibridos fungos@NPs-
AuPd, a regiao marrom representa as NPs-AuPd e a regiao vermelha representa as

NPs-Au. Adaptado da referéncia "Adition of hydrogen- hydrogenation".
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5.2.3 Consideracgoes finais

Nesta secao uma énfase maior foi dada as caracteristicas morfoldgicas
superficiais das NPs depositadas sobre os bio-hibridos. As nanoparticulas de AuPd
apresentam superficie rugosa, o que fornece as caracteristicas que podem interferir
para a atividade catalitica do bio-hibrido, na busca para compreensao de como se

procedem as reagoes com trés fases solido-liquido-gas.

Além das caracteristicas morfoldgicas, um estudo inicial de aplicagdo destes
bio-hibridos nas reacdes de oxidagao, Suzuki e hidrogenacao foram realizadas. Deste
estudo inicial foi possivel perceber que o bio-hibrido Trichoderma sp@NPs-AuPd
[citrato]:[Au*] = 2,0 apresentou 99% de conversao para a reacao de hidrogenagao na
presenca do metanol como solvente. E esta foi uma das razdes para continuar o
estudo da aplicagao dos bio-hibridos para avaliar o efeito das diferentes espécies de
fungos na eficiéncia catalitica destes materiais frente a reacao de hidrogenacao do
MBE, no entanto, sem a utilizagio do metanol, o qual acelerou o processo de

degradacao da parede celular dos microrganismos.

Na secao 5.3 serd mostrado como que as quatro espécies de fungo
P.macrosporus, Trichoderma sp, Penicillium sp e Aspergillus niger podem interferir na
eficiéncia catalitica do bio-hibrido fungo@NPs-AuPd para a hidrogenacao do MBE.
Em seguida, sera avaliada como fato inédito, a aplicacdo da luz visivel na reacao de
hidrogenagao do MBE e como esta pode interferir na velocidade e eficiéncia dos bio-

hibridos como catalisadores.
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5.3 AVALIACAO DO EFEITO DA ESPECIE FUNGICA E DA APLICACAO DA
LUZ VISIVEL NA HIDROGENACAO CATALITICA DO 2-METIL-3-BUTEN-2-
OL APLICANDO BIO-HIBRIDOS FUNGOS@NPs-AuPd

A radiacao eletromagnética na faixa de comprimento de onda da luz visivel
tem sido aplicada para estudos dos seus efeitos na plasmonica, uma vez que o feixe
de luz pode fornecer radiacdo e energia suficientes para intensificar os efeitos
plasmonicos coletivos presentes nas superficies das nanoparticulas metalicas, e/ou
conduzir transi¢des eletronicas entre metais. O forte acoplamento das NPs metalicas
com a luz em fdétons de energia especificos ocorre devido a excitacdo Optica das
ressonancias eletronicas coletivas do metal conhecido como plasmons de superficie
(MUKHERJEE et al., 2013). A luz visivel tem sido aplicada a NPs formadas por CdS
(o qual atua como fotossensibilizante) para direcionar e catalisar a hidrogenacao de

compostos carbonilicos (LI et al., 2011).

Xiao, Sarina, Jaatinen, et al., 2014, mostraram que a luz visivel também pode
ser aplicada para catalisar reagdes de acoplamento Suzuki na presenca de NPs
bimetdlicas de ouro e palddio. Estes mesmos autores reportaram que as ligas de NPs
absorvem fortemente a luz visivel a qual fornece elevada energia para a conducao de
elétrons das NPs, que por sua vez produzem elétrons altamente energéticos nos sitios
superficiais. As superficies energizadas nas NPs ativam os substratos e com isso

aumentam sua atividade na faixa tipica das rea¢des de acoplamento de Suzuki.

Metais que apresentam ressonancia plasmonica superficial, os quais
transformam energia luminosa em energia térmica através das suas superficies
plasmoénicas, podem oferecer uma alternativa para a abordagem da conversao de
energia solar para energia quimica e sua interface com a catdlise. Por exemplo,
nanoparticulas ctibicas bimetalicas de ouro e paladio foram aplicadas em reac¢des de

hidrogenacao direcionadas por luz visivel (ZHAO et al., 2015).

Apesar de estudos aplicando a luz visivel para direcionar o crescimento de

fungos da espécie Aspergillus niger ja terem sido realizados por Sabah et al., 2013b,
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esta foi a primeira vez que bio-hibridos formados por fungos como templates sao
utilizados em reagOes cataliticas envolvendo a aplicacao da luz visivel para o
melhoramento da eficiéncia catalitica do mesmo. Neste trabalho, os bio-hibridos
bimetdlicos fungos@NPs-AuPd foram aplicados na hidrogenagao do 2-metil-3-buten-
2-ol. Foram avaliados dois efeitos, 1) o efeito da variagdo espécie fungica para a
atividade e eficiéncia catalitica, e 2) o efeito da luz para o aumento da eficiéncia

catalitica do catalisador bio-hibrido.

Estas reagdes procederam-se em dgua sem a adigao de outros solventes e a
baixas pressoes. Estes fatores sdao importantes, uma vez que catalisadores mais
eficientes podem ser utilizados em condi¢des brandas de temperatura e pressao.
Catalisadores para serem considerados bons e com elevada eficiéncia devem ser
robustos, evitar desperdicios, reduzir a utilizagio e descarte de solventes no
ambiente aquatico, sua obtengao deve ser economicamente viadvel, seu processo de
produgao deve requerer o minimo de formacao de residuos para o ambiente (Hagen,

2015b; a).

Um estudo da aplicacdo da luz para o aumento da eficiéncia do catalisador foi
efetuado considerando-se os seguintes fatores: i) a luz visivel fornece energia para o
aumento do efeito plasmonico das nanoparticulas ii) a luz visivel no comprimento de
onda de 532 nanometros (luz verde- comprimento de onda na faixa de excitagao
plasmonica das NPs-Au) é capaz de aumentar a temperatura do meio até 29°C,
fazendo com que o meio torne-se mais energético e com os efeitos plasmonicos de

superficie tornam-se mais efetivos nestas condigoes.

5.3.1 Resultados e discussio

Os bio-hibridos fungos@NPs-AuPd selecionados para este conjunto de reacgoes
sao formados pelas espécies P.macrosporus, Trichoderma sp, Penicillium sp e Aspergillus
niger (Figura 37). Neste estudo, a razao [citrato]:[Au®*] = 7,1 foi mantida constante
para verificar o efeito da espécie dos fungos e da radiagao luminosa na reacao de

hidrogenagao do MBE.
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A Figura 37 apresenta as imagens de MEV dos bio-hibridos utilizados neste
estudo. Imagens da espécie P.macrosporus [Figura 37 (a-a.2)] revelaram NPs
aproximadamente esféricas (=70 nm) e NPs menores (=20 nm), provavelmente sao
NPs-Au que nao sofreram assimilagdo e deposicao do Pd°. O Trichoderma sp,
Penicillium sp e Aspergillus niger também apresentaram NPs (=70 nm) em sua

superficie [Figura 37 (b-d.2)].

5mm x100k SE(UL)

PR Vo .
100um <V 5.1mm x10.0k LA100(U) 5.1mm x100k SE(UL)

Figura 37. Imagens MEV de alta resolucao dos bio-hibridos fungos@NPs-
AuPd formados pelas espécies a) P.macrosporus, b) Trichoderma sp, c) Penicillium sp e
d) Aspergillus niger, [citrato]:[Au*] = 7,1. Estruturas caracteristicas de cada espécie

(a.1-d.1), detalhes da superficie recoberta com NPs-AuPd (a.2-d.2).

Através dos graficos obtidos com a conversao do MBE foi possivel perceber

quais espécies de fungos apresentaram ser mais efetivas para as reagOes de
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hidrogenacdao no escuro, a temperatura ambiente, utilizando apenas agua como
solvente e a pressao reduzida inicial de 0,03 atm (Figura 38). Avaliando-se os bio-
hibridos da espécie P.macrosporus, Trichoderma e Penicillium sp, apenas 20% do
produto foi obtido ao final de 2 horas de reagao no escuro, a temperatura ambiente.
No entanto, o bio-hibrido da espécie A.niger, favoreceu a formagao de 60% do

produto 2-metil-butanol (MBA).
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Figura 38. Porcentagem de conversao do MBE relacionado com as quatro

espécies de fungo. Esta reacgao foi realizada no escuro, a temperatura ambiente.

Na presenca da luz visivel (Figura 39), os efeitos cataliticos foram
intensificados, mostrando uma melhora significativa na eficiéncia catalitica, em 40
minutos, aproximadamente 95% dos produtos ja haviam sido obtidos com o bio-
hibrido formado com a espécie A.niger, em segundo lugar foi o Penicillium sp com

45%, seguido do P.macrosporus com 40% e por ultimo o Trichoderma sp com 20% de

conversao.
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Figura 39. Porcentagem de conversao do MBE relacionado com as quatro

espécies de fungo. Esta reacao foi realizada na presenca de luz visivel (LED verde

~500 mW de poténcia), o que faz aumentar a temperatura da reagao para 30 °C.

Estes graficos da Figura 39 mostraram um comportamento nao linear da
velocidade de hidrogenacdo, a qual é caracteristica de uma reagao controlada pela
superficie (SAMARDZIC et al., 2014). Os espectros RMN-H do A.niger@NPs-AuPd
[citrato]:[Au*] = 7,1 no escuro e sob luz foram mostrados nas Figuras 68 e 69
(APENDICE I).

A presenca da luz sobre as NPs bimetdlicas na superficie dos fungos conduz a
transferéncia de elétrons do ouro para o paladio. O excesso de elétrons na superficie
das NPs induz a interagao dos sitios ativos com o substrato adsorvido, fato que
resulta numa melhoria na velocidade da reacao (MUKHERJEE et al., 2013). Além
disso, aquecimento local gerado na superficie das NPs metdlicas aumenta a
temperatura total da mistura reacional (MUKHERJEE et al., 2013). Com o0 aumento da
temperatura nos frascos gerado pela presenca da luz, ocorre uma elevagao da energia

cinética das particulas no meio reacional que resultam num aumento na velocidade
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da reacao. A morfologia e composi¢cao das NPs metdlicas impactam fortemente nos

efeitos plasmonicos de superficie (LINIC et al., 2011).

As NPs-Pd nao apresentam bandas plasmoénicas quando isoladas, mas as NPs-
Au possuem esta propriedade. Assim, através dos efeitos coletivos plasmonicos das
NPs-Au, elétrons sao transferidos para a banda de conducao do palddio, os quais
apresentam efeitos eletronicos intensificados devido a presenca das NPs-Au

(FERRER et al., 2007; YUAN et al., 2007; WILSON, 2014).

NPs metalicas com propriedades plasmonicas possuem propriedades unicas
quando interagem com a luz. Sob iluminagao, os elétrons livres na banda de
condugao oscilam com a mesma freqiiéncia da luz incidente. Seguindo esta excitagao
eles sofrem decaimento por dois caminhos, radiativo ou nao- radiativo. O
decaimento radiativo € basicamente a re-emissao de fotons, os quais nao apresentam
contribuicao para o melhoramento plasmonico. Os efeitos de decaimento nao-
radiativos ocorrem em varios caminhos seja por transi¢coes eletronicas, seja por
liberar aquecimento durante o processo de relaxagao ou ambos. Este tltimo processo
¢ chamado de efeito foto-térmico e a energia térmica liberada por este processo pode
aumentar a temperatura na superficie de NPs plasmonicas (MUKHERJEE et al.,

2013).

No sistema sob iluminagao, a energia térmica liberada pela superficie das NPs
sobre os bio-hibridos resulta em um aumento total na temperatura do sistema, uma
vez que aumentando-se a temperatura das NPs haverd uma conducdo de energia

para a superficie organica bioldgica presente nos microrganismos.

Apos a exposigao da luz-visivel o bio-hibrido P.macrosporus NPs-AuPd
apresentou certo encolhimento em suas hifas [Figura 40, (b)], fato que era esperado
devido ao aquecimento local das NPs na superficie dos fungos que transferem
energia térmica para a superficie organica bioldgica, a qual inicia a decomposigao

térmica em 187 °C na presenca de NPs-AuPd (Figura 64, APENDICE G, p.157).
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Figura 40. Imagens de MEV comparando P.macrosporus [citrato]:[Au®*] = 7,1,
obtidas depois das reagdes de hidrogenacdao a) no escuro, b) na presenca da luz
visivel. Modo de elétrons secundarios (a.1-b.1), modo de elétrons retroespalhados

(a.2-b.2).

Depois das reagdes tanto sob luz visivel e no escuro, as NPs permaneceram
estabilizadas na superficie da parede celular dos fungos mostrando que o material é
resistente para a reagao de hidrogenagao e agitagao mecanica a 1200 RPM durante

duas horas (Figura 41).

Apenas com as imagens de MEV, ndo se pode definir quais os principais
fatores que interferiram no aumento da eficiéncia catalitica desempenhada pelo bio-
hibrido A.niger@NP-AuPd [citrato]:[Au®]=7,1. A principio supde-se que como as NPs
fazem o papel fundamental de disponibilizar sitios ativos em que o paladio é o metal
catalisador, a conversao do alcool desempenhada pelo catalisador é proporcional a
quantidade de sitios ativos presentes na amostra, ou seja, a quantidade de NPs
formadas na superficie dos fungos. No entanto, outros fatores intrinsecos dos fungos
também podem interferir na eficiéncia das NPs, tais como largura e idade das hifas,

componentes da parede celular, estruturas de reproducao caracteristicas, todos estes
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fatores que sao individuais de cada espécie podem interferir nestes resultados

favorecendo o A.niger como o melhor biotemplate catalitico para este tipo de reacao.

N R
100um | SUB000 5.0kV 4.9mm x25.0k SE(UL) 2.00um

/ 4.8mm X500 LM(UL)

Figura 41. Imagens de MEV comparando A.niger [citrato]:[Au*] = 7,1, obtidas
depois das reagoes de hidrogenacao a) no escuro, b) na presenca da luz visivel. Modo

de elétrons secundarios (a.1-b.1), modo de elétrons retroespalhados (a.2-b.2).

A quitina contribui enormemente para a resisténcia da parede celular dos
fungos filamentosos. Quando alguns fungos sofrem estresse causado pelo seu meio,
estes podem sofrer a hiperacumulagao de quitina, outras espécies de fungos podem
responder de maneira oposta inibindo a sua formagao (RAM et al., 2004). Quando a
sintese da quitina é afetada, as hifas em crescimento tendem a se dilatar e sofrer lise,
a menos que haja uma regulacdo no equilibrio osmoético do meio. RAM et al., 2004,
mostraram que ao expor o A.niger a condigOes de estresse, ha um aumento da
producdo de quitina viabilizado por genes expressivos. Uma maior producao da
quitina por este fungo pode favorecer a estabilizacao das NPs metadlicas em sua
superficie por um longo periodo de tempo, fato que pode contribuir para o seu papel

de template efetivo para as NPs.
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Desta maneira a fim de elucidar com maiores detalhes os efeitos cataliticos
pronunciados pelo bio-hibrido obtido com a espécie A.niger, foi iniciado um estudo

mais aprofundado deste bio-hibrido que serd apresentado no na segao 5.4.
5.3.2 Consideracgoes finais

Este capitulo teve como finalidade investigar a variacdo das espécies de
fungos utilizadas na formacao do bio-hibrido fungos@NPs-AuPd para o efeito na
atividade catalitica destes materiais na reacdo de hidrogenacdo do MBE. Como
resultado, o A.niger foi a espécie que apresentou a melhor eficiéncia catalitica
comparando-se com o0s demais bio-hibridos. Para isto foram investigados dois
sistemas de reacao de hidrogenacao, o primeiro no escuro e o segundo utilizando um
dispositivo que emite radiacao visivel (LED verde, A= 532 nm, com poténcia de =500

mW).

A aplicacdo da luz visivel teve como principal fungdo o aumento da
temperatura e aumento dos efeitos de catdlise plasmonica que envolvem as NPs
bimetalicas, considerando que NPs com tamanho menor que o comprimento de onda
aplicado apresentam seu efeito plasmonico intensificado (MUKHER]JEE et al., 2013).
Neste trabalho, ficou demonstrado que nao apenas os efeitos plasmonicos fazem
parte deste processo como também efeitos intrinsecos do catalisador bio-hibrido que
¢ formado por fungos, mostrando que as espécies fungicas interferem no efeito

catalitico obtido por cada um deles.

Na secao 5.4 sera apresentado um estudo sobre hidrogenacao do bio-hibrido
A.niger@NPs-AuPd, suas propriedades e como a variacdo na concentracao dos ions
citrato pode interferir na formacao das NPs-AuPd, bem como na sua atividade

catalitica.
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54 ESTUDO DO EFEITO DOS IONS CITRATO PARA O ESTADO DE
AGREGACAO DAS NPs-AuPd E SUA INFLUENCIA NA HIDROGENACAO
CATALITICA DO 2-METIL-3-BUTEN-2-OL UTILIZANDO O BIO-HIBRIDO

Aspergillus niger@NPs-AuPd

Os estudos mostrados na se¢ao anterior levaram a conclusdao de que o bio-
hibrido formado pela espécie A.niger@NPs-AuPd apresentou-se mais promissor para
a reagao de hidrogenagao do 2-metil-3-buten-2-ol (MBE). No entanto, algumas
caracteristicas fisicas dos bio-hibridos tais como porcentagem de paladio em sua
superficie comparada com a de ouro ainda ndo foram revelados. Assim, esta secao
teve como principal finalidade apresentar um estudo mais detalhado dos bio-
hibridos formados pela espécie A.niger@NPs-AuPd. Para isso, foram avaliadas
amostras da espécie A.niger cultivados em solugdes de NPs-Au nas razodes
[citrato]:[Au*] = 0,3; 2,0; 3,7; 7,1 e 17,3 respectivamente, os quais foram utilizados
como “sementes” para a redugao do palddio sobre as NPs-Au previamente
depositadas nos fungos. Para entender melhor as caracteristicas morfologicas destes
bio-hibridos foram obtidas imagens de MET, MEV e para obter um perfil dos
elementos presentes foram feitas analises por EDX acoplado a MET e MEV. Os bio-

hibridos também foram analisados por DRX e TG.
5.4.1 Resultados e discussio

Com esta metodologia, inspirada na sintese de nanoparticulas de AuPd do
tipo core-shell desenvolvidas por Balcha et al., 2011, esperava-se que todas as NPs-Au
fossem recobertas com o palddio formando uma espécie de carogo-casca (core-shell).
As imagens de MET mostraram que as NPs-AuPd foram formadas, no entanto, nao

foram obtidas nanoparticulas esféricas regulares como as NPs-Au (Figura 42).

Avaliando-se todas as amostras através de MET, foi possivel obter um perfil
de deposicao destas NPs em cada condi¢cdo em que os fungos foram obtidos. A
Figura 42 (a-e) apresenta imagens de MET dos bio-hibridos A.niger@NPs-AuPd

[citrato]:[Au*] =0,3; 2,0; 3,7; 7,1 e 17,3, respectivamente no aumento de 15.000X e um
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maior aumento para mostrar as NPs-AuPd em 400.00X (a.l-e.l). Na razao
[citrato]:[Au*] = 0,3 e 2,0 [Figura 42 (a-b)] as NPs formam aglomeragdes sobre a
parede do fungo, enquanto que na razao [citrato]:[Au®*] = 3,7 [Figura 42 (c)] as NPs
encontravam-se mais dispersas. Mas em [citrato]:[Au*] = 7,1, uma densa
aglomeracao destas NPs foi observada e na razao [citrato]:[Au*] = 17,3 particulas
com tamanhos =70 nm nm recobriram a parede do fungo. Uma estimativa do
tamanho das particulas utilizando o programa Image] revelou que 59,4% das NPs
apresentavam tamanhos acima de 30 nm na razado [citrato]:[Au®] = 17,3. Por outro
lado, nas razoes [citrato]:[Au*] = 0,3 e 2,0 apenas 4,2 e 4,9% das NPs apresentaram
tamanhos acima de 30 nm de diametro, respectivamene. Estes valores foram

apresentados na Figura 43.
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Figura 42. Imagens de MET dos bio-hibridos A.niger @ NPs-AuPd
[citrato]:[Au*] = a) 0,3; b) 2,0; ¢) 3,7; d) 7,1 e e) 17,3, respectivamente sao mostradas

com detalhes as NPs-AuPd em 400.00X de aumento (a.1- e.1).
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Figura 43. Estimativa indicando a porcentagem de tamanho de particulas
acima de 30 nm de diametro, nas razodes [citrato]:[Au*] = 0,3, 2,0, 3,7, 7,1, 17,1, estes
calculos foram realizados com analise de tamanho de particulas utilizando o

programa Image].

O processo de deposicao de NPs-AuPd foi o mesmo para todos os fungos, o
que os diferenciaram foram as condigoes de crescimento, sendo que a variagao na
razao [citrato]:[Au®] interfere no pH, na forga idnica do meio, e na agregacao das
NPs-Au na parede celular do fungo, como ja foi detalhadamente discutido na

introducao desta tese.

A forma como estas NPs-Au estavam distribuidas na superficie dos fungos
influencia na morfologia das NPs bimetalicas AuPd. Uma vez que as NPs-Au estao
estabilizadas pelos grupos funcionais presentes nas macromoléculas microfibrilares
que constituem a parede celular dos fungos, quando adiciona-se o paladio e este é
entao reduzido com o agente redutor, estas macromoléculas presentes na parede do

fungo continuam a interferir na estabilidade e crescimento destas nanoparticulas.

Assim, supOe-se que se as macromoléculas (quitina, 3-glucanas) da parede do
fungo nado estdao presentes em quantidades suficientes para estabilizar as NPs, um
maior nimero de nanoparticulas com tamanhos maiores serd obtido apds a redugao

do paladio.
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No MET, diferentemente do MEV, particulas formadas por atomos mais
elétron-densos (maior numero atomico) apresentaram-se mais escuras do que
particulas formadas por atomos menos elétron-densos (menor nimero atdmico). Isso
ocorre porque no MET o detector se encontra localizado logo abaixo da altura da
amostra e captura os sinais dos elétrons que atravessam a amostra os quais sao
provenientes do canhdo de elétrons, assim quanto maior a massa, o numero atémico,
mais escura estas particulas sao no MET, pois estas bloqueiam a passagem do feixe

de elétrons nesta regido de maior massa atomica (KUO, 2014).

Com as imagens de MET em maiores magnificacoes (400.000X), observou-se
que as nanoparticulas com tamanhos =70 nm apresentam uma regido menor mais
escura [Figura 44(e.1)], muito provavelmente estes pontos menores mais escuros sao
devido a presenca das NPs-Au (seeds). Quando o sal de palddio é reduzido na
presenca das NPs-Au, a nucleagdo, germinagao e crescimento sao iniciados sobre
estas NPs-Au que atuam como “sementes”. Se durante a nucleagao e crescimento, o
Pd nado encontrou um estabilizante eficiente que controlasse o seu tamanho (nas
regioes externas a parede celular), suas particulas cresceriam bastante depositando-se
sobre as demais particulas formadas dentro das microfibras da parede celular do bio-
hibrido e mantendo as NPs-Au em seu interior, como fica claramente observado na

[Figura 44 (e.1),] NPs-Pd = 70 nm envolvendo NPs-Au =20nm.

Esta observacdao ficou mais evidente quando compararam-se os dados
estimados de tamanho de particulas (Figura 43) com as imagens de MET (Figura 42).
Por exemplo, o A.niger que cresceu na razao [citrato]:[Au®]=7,1 apresentou espessura
da parede mais compacta {com NPs mais monodispersas do que as obtidas na razao
[citrato]:[Au*] = 17,3 [Figura 42, (e)]}, completamente recoberta por NPs bastante
proximas, ao visualizar estas NPs no aumento de 400.00X, percebeu-se que estas NPs
apresentavam pontos escuros em seu centro indicando ser NPs-bimetalicas do tipo

core-shell (Figura 44, d.1). A estimativa mostrou que nesta concentra¢do, apenas

117



4,2% das NPs sao maiores do que 30 nm. Ou seja, foram formadas NPs menores,

bimetalicas.

Assim nanoparticulas bimetalicas com tamanhos menores do que 30 nm foram
formadas em regides mais internas da parede celular [esquematizado na Figura 45,
(d.1)]. Neste caso, muito provavelmente, o palddio encontrou uma camada de
macromoléculas estabilizantes na regido interna da parede do fungo que limitasse
seu crescimento como mostrado na Figura 42(d.2) esta mesma imagem foi ampliada

para melhor visualizagao na Figura 44 (d.1).

No processo de sintese dos bio-hibridos bimetalicos, apds a redugao do sal de
palddio e agitagcao por 1 hora em banho de gelo, os fungos foram dispostos em uma
mesa agitadora overnight a uma temperatura de 24,5 °C e velocidade de agitacao de
102 RPM. Este tempo pode ter sido suficiente para que os microfilmes de
hidrofobinas (KUBO et al., 2016) fossem formados sobre os fungos estabilizando as
NPs que foram nucleadas e cresceram tanto nas regioes internas da parede quanto

nas regioes externas a parede celular (Figura 29).

Avaliando as imagens de MEV de alta resolugao na se¢ao 5.2.1 (Figura 30)
teve-se a impressao de que as NPs-Au estariam imersas nas NPs-Pd formadas como
a estrutura esquematizada na Figura 45(a). Mas apds avaliar as imagens de MET
(Figura 42), o que parece é que como as NPs-Pd nao possuem o estabilizante efetivo
que limitem o seu crescimento fora da parede celular do fungo, estas cresceram
bastante (Figura 45,b-c), apresentando uma forma aproximadamente esférica e
rugosa. Algumas destas NPs-Pd possuem NPs-Au em seu interior. Como foi
perceptivel nestes cortes com zoom das imagens MET da Figura 44 (d.1 e e.l)

respectivamente.
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Figura 44. Zoom das imagens de MET dos bio-hibridos A.niger @ NPs-AuPd
[citrato]:[Au*]=d) 7,1 ee) 17,3, obtidos da Figura 42.

Foi possivel perceber que NPs-Au encontram-se no interior destas particulas
maiores formadas por Pd e que o crescimento das NPs-AuPd até tamanhos =70-90
nm foi devido ao fato de as NPs terem sido formadas sem a presenca de um
estabilizante externo que limitasse a nucleagao e o crescimento das NPs-Pd [Figura
45(c)]. Assim, esperava-se que estas NPs-AuPd fossem estabilizadas pelas
macromoléculas de proteinas e glucanas presentes na parede celular dos fungos
(Figura 45-esquema). Em regides mais internas da parede celular [Figura 45 (c)] estas
NPs possuem tamanhos menores (*10-30 nm) e sdo bimetdlicas em sua maioria. No
entanto, nas regides mais externas estas NPs apresentam tamanhos maiores (=70-90
nm), sugerindo que nem todas sao bimetdlicas, como foi possivel verificar através

das imagens de MET mostradas na Figura 42.
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Figura 45. Esquema representando o mecanismo de formacgao das NPs

bimetalicas depositadas em regides externas e internas da parede celular. Particulas
formadas nas regides mais internas estdo completamente estabilizadas por grupos
funcionais presentes nas microfibras da parede do fungo, no entanto, particulas
formadas nas regides mais externas a parede nao foram eficientemente estabilizadas

por estas microfibras, fazendo seu tamanho aumentar.

Para provar a presenga do ouro e do palddio nestas nanoparticulas

depositadas nos bio-hibridos, foram realizadas andlises por EDX através de MET.

Na Figura 46(a), a regiao em destaque foi a regiao selecionada para a obtencao
do espectro de EDX através do MET, que foi realizado em 250.000X de aumento e na
Figura 46(b) o EDX foi obtido em 25.000X. Quanto maior a magnificacdo obtida,
maior é a intensidade e a porcentagem atomica obtida dos atomos de paladio
presentes nesta regidao dos cortes transversais das amostras do bio-hibrido

A.niger@NP-AuPd.
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Figura 46. Imagens MET do bio-hibrido A.niger @ NPs-AuPd [citrato]:[Au*] =
a)7,1;b) 7,1 e c) 0,3 e seus respectivos EDX (a.1-c.1).

O EDX é uma analise superficial que retira elétrons de camadas mais internas
numa profundidade de até 10 nm da amostra. Como esta é uma analise superficial,
cada vez que se aumenta a magnificagdo uma maior quantidade de sinais de paladio
¢ obtida pelo fato do paladio estar localizado em regides mais externas da superficie
da amostra. Uma vez que o sal de paladio foi reduzido na superficie das NPs-Au. O
MEV e o EDX obtido através do MEV confirmaram estas observagdes. Na Figura 47
sao mostradas imagens de MEV de alta resolugao no aumento de 25.000X [Figura 47,
(a-e)] e 100.000X [Figura 47 (f)]. Nestas imagens foi possivel perceber que NPs-AuPd
com tamanhos =70-90 nm foram mais escassas no bio-hibrido A.niger@NPs-AuPd
[citrato]:[Au*]=0,3 [Figura 47(a)], opostamente no  A.niger@NPs-AuPd
[citrato]:[Au*]=7,1 [Figura 47 (d e f)], verificou-se elevada quantidade de NPs =70-90

em sua superficie com a magnificacao de 100.000X.
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Estes resultados condizem com o que foi visto nas imagens de MET [Figura 42
(d)] no que se refere a quantidade de NPs depositadas na superficie do fungo

A.niger@NPs-AuPd [citrato]:[Au*]=7,1.

Figura 47. Imagens de MEV dos bio-hibridos A.niger@NPs-AuPd
[citrato]:[Au*] =a) 0,3; b) 2,0; c) 3,7; d) 7,1 e e) 17,3, detalhe da superficie do A.niger @
NPs-AuPd [citrato]:[Au®*]=7,1 é mostrado em f).

O estudo de EDX, através do calculo da razao metal/(carbono + metal) foi
aplicado para obter valores semi-quantitativos dos metais presentes na superficie
destas amostras. O grafico da Figura 48 mostra dados dos espectros de EDX

adquiridos com 500X de magnificacao.
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Figura 48. Analise semi-quantitativa de Au e Pd depositadas bio-hibridos
A.niger @ NPs-AuPd [citrato]:[Au®*] = 0,3; 2,0; 3,7; 7,1 e 17,3, Razao Metal:(Carbono +

Metal) foram obtidos através da técnica de EDX acoplado ao MEV.

Com este grafico (Figura 48), ficou bastante claro que os bio-hibridos formados
por A.niger@NPs-AuPd [citrato]:[Au*]=7,1 foram os que mais assimilaram NPs-Pd e
NPs-Au em sua superficie, seguido das seguintes razdes: 17,3; 3,7; 2,0 e por ultimo

0,3.

A presenga dos cristais de Au e Pd nas amostras contendo NPs-AuPd foi
confirmada com andlises de DRX. Os espectros de DRX padrdes das amostras
A.niger@NPs-Au, A.niger@NPs-AuPd, A.niger e A.niger@NPs-Pd sao mostrados na
Figura 49. O fungo A.niger puro apresenta apenas um pico largo em 21,3° indicando
a presenca de material amorfo, o qual aparece em todas as amostras, porem se
apresenta mais intenso no A.niger puro. Os picos 40,1° 46,5°€¢ 68,2° revelam a
presenga de nanocristais de Pd (HAN et al., 2015), e os picos 38,4°; 44,3°; 64,5° e 77,5°
estao relacionados com a presenca de nanocristais de Au (WONG et al., 2016) na

amostra A.niger@NPs-AuPd, [citrato]:[Au*] =7,1.
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[citrato]:[M™] = 7,1
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Figura 49. Padroes de DRX dos bio-hibridos A.niger@NPs-AuPd,

[citrato]:[Au*] =7,1 com destaque para os planos 111 do Au e Pd.

Os quatro picos de Au na amostra A.niger@NPs-Au sao mantidos no mesmo
angulo 20 quando observados nas amostras de A.niger@NPs-AuPd. Alguns autores
retratam que as NPs bimetdlicas de AuPd apresentam um pico mais largo (YANG et
al., 2014) localizada em 38,9°, que segundo Han et al., 2015, este pico largo indica a
formacao de ligas de NPs bimetdlicas homogéneas. Mas, neste bio-hibrido
A.niger@NPs-AuPd verifica-se a presenca de picos isolados de Au e Pd, nao
ocorrendo sobreposi¢ao dos picos (como ocorre nas ligas ou misturas de NPs
bimetalicas (TANG et al., 2012)), e/ou mudangas signficativas nos seus angulos,
indicando que provavelmente as nanoparticulas nos bio-hibridos se encontram
parcialmente isoladas (monometalicas) ou heterogéneas do tipo core-shell. Fato que

foi observado nas imagens de MET e MEV.

No bio-hibrido contendo apenas NPs-Pd (A.niger@NPs-Pd, Figura 49), o perfil
do espectro de DRX foi muito parecido com o do fungo sem nanoparticulas [Figura
49 (A.niger)], isso ocorreu muito provavelmente pelo fato de o bio-hibrido nao
apresentar metal suficiente para ser detectado pelo equipamento, uma vez que o

paladio inibe o crescimento da biomassa fngica.

As curvas de TG [Figura 50 (a)] foram obtidas com programagao de rampa de
aquecimento constante de 10°C min™ na faixa de temperatura de 25 a 800°C, sob
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fluxo de ar sintético a uma vazao de 50 mL min?!. Aproximadamente 9 mg das
amostras A.niger e A.niger@NPs-AuPd (Tabela 07) foram analisadas termicamente
utilizando cadinho de platina. A perda de massa destas amostras esta associada com

a degradacao (queima) do template biologico que se finaliza em = 400 °C.

O fungo A.niger puro apresentou dois eventos de perda de massa em 264 e 319
°C. A presenca das NPs-AuPd promoveu a diminui¢ao das temperaturas de
decomposigio em 187 e 293 °C (APENDICE G, p.157). Como j4 foi visto em trabalho
anterior (FONTES et al., 2014) que a presenca do componente metdalico acelera a
eliminagdo dos componentes organicos, neste caso, a aceleracdao da degradacao
conduzida pelas NPs-AuPd tornou-se maior quando comparada com a
decomposicao da biomassa fingica provocada somente pelas NPs-Au que foi de 310-

391 °C (FONTES et al., 2014).

[citrato] [Au*] = 0,3 [citrato]:[Au™] = 0,3
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Figura 50. a) Analise termogravimétrica do fungo sem NPs e do bio-hibrido
A.niger@NPs-AuPd, [citrato]:[Au®*] = 0,3. b) porcentagem em massa dos fungos que

foram calcinados com a analise térmica.

A andlise termogravimétrica dos bio-hibridos A.niger@NPs-Au, A.niger@NPs-
AuPd, A.niger e A.niger@NPs-Pd que foram cultivados em [citrato]:[Au*] = 0,3
também permitiu obter o cdlculo da biomassa fungica presente nos bio-hibridos:
Massatotal - Massasinal = biomassa do fungo. Estes resultados apresentados na Figura
50(b), confirmam que as NPs — Pd inibem muito mais o crescimento do fungo, 23% a
mais da massa bioldgica foi obtida quando as NPs cresceram em solug¢oes contendo
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NPs-Au puras, comparando com os que foram cultivados em solugdes de NPs-Pd

puras.

A utilizagdo das NPs-AuPd sobre os fungos apresentou um aumento da
biomassa de 20% comparado com NPs-Pd. Estes resultados provaram que a
utilizagao das NPs-AuPd gerou uma melhoria para aumento da biomassa fungica,
mesmo com a presenga de NPs-Pd sobre os fungos. Os quais podem ser aplicados na
catalise. As massas dos bio-hibridos utilizadas para estas andlises devem ser levadas
em consideragdo, uma massa muito menor do bio-hibrido A.niger@NPs-Pd foi

obtida, como mostrado na Tabela 07.

Tabela 07. Massas dos bio-hibridos utilizadas para o TG.

Espécie do fungo metal . Razdo Massa
[Citrato]:[metal] (mg)
Aspergillus niger AuPd 0.3:1 8.7
Aspergillus niger - - 9.5
Aspergillus niger Au 0.3:1 4.6
Aspergillus niger Pd 0.3:1 2.0

A principal meta desta etapa do trabalho foi entender a composicao destas
NPs-AuPd e como estas se distribuiam na parede celular dos fungos, procurando
investigar de que maneira estas informacoes ajudariam a entender as diferencas nas
caracteristicas de cada bio-hibrido quando aplicados como catalisadores nas reagoes.
Nesta etapa do trabalho foi investigado também o efeito da concentragao dos ions
citrato para a atividade catalitica dos sistemas hibridos na hidrogenacao do MBE

(Figura 51).
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CH2=CHC(CH3}ZDH bio-hibrido An@AuPd CH3CH2C(CH3)EOH

agua
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Figura 51. Efeito da concentragao dos ions citrato na conversao do 2-metil-3-

buten-2-ol (MBE) avaliando-se os bio-hibridos A.niger@NPs-AuPd.

O sistema hibrido formado por A.niger@NPs-AuPd apresentou 60% de
conversao na razao molar [citrato]:[Au*]= 7,1 (Figura 51). Nesta concentracao foi
possivel observar através do MET que as NPs se encontravam mais proximas umas
as outras formando uma camada compacta sobre os fungos devido aos efeitos da
forca idnica do meio como ja foi apresentado em estudos anteriores (FONTES et al.,
2014). Foi percebido também que nesta concentragao, ha uma elevada quantidade de
NPs com tamanhos menores que 30 nm [Figura 43 e Figura 42 (d-d.1)], indicando que
uma maior quantidade de grupos funcionais presentes na parede celular dos fungos
(-COOH e -NH:) provenientes das microfibras de proteinas e (-glucanas puderam
estabilizar as NPs-AuPd formadas na parede celular dos fungos, limitando o seu
crescimento. Particulas menores apresentam uma maior fracao de atomos
superficiais, sio atomos menos coordenados e, portanto mais reativos, podendo
apresentar propriedades cataliticas melhoradas quando comparados com particulas
maiores. Este efeito pode se estender para explicar o comportamento do A.niger como
biotemplate nesta condigao especifica [citrato]:[Au*]= 7,1, atribuindo como a melhor
condicao em que esta espécie de fungo é capaz de catalizar a hidrogenacao do 2-

metil-3-buten-2-ol.
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Os resultados obtidos com os testes cataliticos (Figura 51) foram condizentes
com os dados de analise semi-quantitativa obtidos via EDX acoplado ao MEV (Figura
48). Isto sugere que a atividade catalitica do bio-hibrido esta intimamente relacionada
com a concentracdo de nanoparticulas em sua superficie. O tamanho das NPs
formadas também é um fator importante. Estes resultados foram comparados com
estudos da redugao do p-nitrofenol (Figura 65, APENDICE p-158), em que nesta
concentracao [citrato]:[Au*]=7,1, o A.niger também apresentou elevado valor da taxa
da cinética da reagao obtidos via UV-Vis sugerindo que a quantidade e estabilidade
das NPs sobre a parede dos fungos apresentam uma forte influéncia nos efeitos

cataliticos destes materiais.

Imagens de MEV destes bio-hibridos A.niger@NPs-AuPd foram obtidas apds
sua aplicacdo como catalisadores. A Figura 52 mostra que as hifas dos fungos
mantém suas estruturas caracteristicas e as NPs-AuPd permanecem estabilizadas na

superficie da parede celular das hifas.

SU8000 5.0kV 5.1mm x1.00k SE(UL)

Q)

T
mm x5.00k LA100(U)

Figura 52. Imagens de MEV do bio-hibrido A.niger@NPs-AuPd [citrato]:[Au®]
= 7,1 depois de 2 horas de reacao de hidrogenacao do MBE, utilizando agua como

solvente, agitacao a 1200 RPM em temperatura ambiente.
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5.4.2 Consideracgoes finais

Nesta secao foi avaliado com mais detalhes as caracteristicas fisicas e quimicas
dos bio-hibridos da espécie A.niger, o efeito da concentracio do ion citrato na
agregacao e tamanho das NPs-Au e na formagao das NPs-AuPd obtidas com o
meétodo de reducado seqiiencial dos ions Pd sobre ouro. Foi possivel perceber que a
atividade catalitica dos bio-hibridos € proporcional a quantidade de palddio presente
nas diferentes razoes [citrato]:[Au*] confirmado com a analise EDX. Além disso, o
tamanho e morfologia das NPs também podem interferir nestes resultados, uma vez

que NPs menores podem ser obtidas em regidoes mais internas da parede celular.

Na secao 5.5 serd apresentada uma breve avaliagdo sobre a reciclabilidade dos
bio-hibridos quando aplicados a quatro ciclos sucessivos de hidrogenacao do MBE,
depois das reacOes, os fragmentos dos fungos que sobraram foram lavados,

desidratados e secos por secagem por ponto critico para observacao ao MEV.
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5.5 RECICLAGEM DOS BIO-HIBRIDOS FUNGOS@NPS-AuPd

Esta secdo tem por objetivo apresentar uma breve abordagem sobre a
reciclagem dos bio-hibridos aplicando-os na mesma reacao de hidrogenacao do MBE,
descrito nas se¢Oes anteriores. Para este estudo foram selecionados os bio-hibridos
formados pelas quatro espécies P.macrosporus, Trichoderma sp, Penicillium sp e
Aspergillus niger, cultivados na razao [citrato]:[Au*] = 2,05. Fixando-se uma razao
[citrato]:[Au*] foi possivel verificar quais dos bio-hibridos sao mais resistentes para

suportar quatro ciclos de hidrogenacao.

A reciclagem dos catalisadores é um topico especial para a confirmacdo da
resisténcia do material que foi sintetizado, a escolha do catalisador adequado nao
depende apenas da sua eficiéncia como também de quanto que ele pode ser
reutilizado nos processos em que sao aplicados (Dauthal e Mukhopadhyay, 2016).
NPs-Au quando aplicadas em reagdes a sua recuperagao torna-se dificil, pois vai
depender do tamanho das NPs e do estabilizante. Por exemplo, NPs-Au estabilizadas
em {ons citrato com tamanhos de 20 nm dificilmente podem ser recuperadas porque
ao centrifuga-las a uma velocidade muito alta podem ser facilmente perdidas por
precipitacdo. NPs-Au estabilizadas em PVP podem ser recuperadas por
centrifugacdo, no entanto, muitas particulas sao perdidas durante o processo de
separacgao através sobrenadante. Autores apontam que NPs-Pd estabilizadas em PVP
sofrem precipitagao quando aplicadas em reagoes de Suzuki (LI et al., 2000), tornando

a sua reciclagem inviavel.

Estudos vém sendo efetuados para entender os processos de reciclagem de
diversos tipos de catalisadores (COLE-HAMILTON et al., 2006), aqueles que sao mais
faceis de recuperar geralmente estdo suportados em um material solido. Muitos
trabalhos aplicando o uso de microrganismos como templates para nanoparticulas de

metais nobres vem sendo aplicados nas mais diversas abordagens. No entanto, esta

¥ Esta razdo [citrato]:]Au] foi escolhida devido a um numero limitado de amostras selecionadas para

as reacoes.
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foi a primeira vez que foi abordada a recuperacdao de bio-hibridos formados por
fungos e NPs-AuPd na hidrogenacao do 2-metil-3-buten-2-ol utilizando apenas agua

como solvente.

5.5.1 Resultados e discussio

Apos as reagoes, os bio-hibridos foram lavados 5 vezes com agua deionizada a
cada ciclo e em seguida reutilizados em uma nova reagao, os mesmos procedimentos
de purga foram mantidos utilizando o hidrogénio durante 20 minutos e agitacao sem

a presencga do substrato, para nao ocorrer perda do gas durante a agitagao.

Avaliando o bio-hibrido espécie P.macrosporus [Figura 53 (a)], depois de cada
ciclo de 2 horas de reacao teve sua eficiéncia reduzida de 15 para 0,85% ap0s 4 ciclos,

resultando em uma perda de 94,4% da sua capacidade em relagao ao primeiro ciclo.

P. macrosporus@NPs-AuPd [citrato]:[Au™] = 2,0 Trichoderma sp@NPs-AuPd [citrato]:[Au*"] = 2,0

16

—=— Ciclo 1 a) 20l —=—Ciclo1 b)
144  —*Ciclo2 —e— Ciclo 2

—4—Ciclo 3 —a—Ciclo 3

—v— Ciclo 4 —— Ciclo 4

o
1

o
1

Conversao do 2-metil-3-buten-2-ol / %
Converséo do 2-metil-3-buten-2-ol / %

. ; :
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 80 80 100 120

Converséo do 2-metil-3-buten-2-ol / %

Tempo de reagéo / minutos
Penicillium sp2@NPs-AuPd [citrato]:[Au*] = 2,0

Tempo de reagado / minutos
A.niger@NPs-AuPd [citrato]:[Au*] = 2,0

—a— Ciclo 1 c)
—e— Ciclo 2
—a— Ciclo 3
—v— Ciclo 4

Conversao do 2-metil-3-buten-2-ol / %

204

—=—Ciclo 1 d)
—e— Ciclo 2
—a— Ciclo 3
—w— Ciclo 4

T T
20 40 60 80 100 120

Tempo de reagdo / minutos

Tempo de reagao / minutos

Figura 53. Bio-hibridos P.macrosporus, Trichoderma sp, Penicillium sp e

Aspergillus niger, cultivados na razao [citrato]:[Au®*] = 2,0 em de 4 ciclos de utilizacao.
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A amostra Trichoderma sp@NPs-AuPd mostrou uma reducao de 19 para 7%, a
perda da capacidade foi de 63,2%. A eficiéncia de conversao da amostra Penicillium
sp@NPs-AuPd foi reduzida de 16 para 6%, a perda foi de 62,5% em relacao ao
primeiro ciclo. E o bio-hibrido A.niger@NPs-AuPd apresentou uma reducgao da
eficiéncia de 19 para 0,25% e a perda em sua capacidade de conversao foi de 98,7%
em relagao ao primeiro ciclo de utilizagao [Figura 53, (d)]. Os espectros RMN-H do
Trichoderma sp@NPs-AuPd [citrato]:[Au*] =7,1 foram mostrados na Figura 70
(APENDICE, p. 161).

Avaliando as imagens de MEV obtidas apos os 4 ciclos de utilizagao, ou seja,
totalizando 8 horas de aplicagao na reagao de hidrogenagao do MBE sob agitagao de
1200 RPM em temperatura ambiente, mudangas superficiais nas hifas dos fungos
tornaram-se evidentes. A parede celular do P.macrosporus adquiriu muitas
deformagoes (Figura 54). Além disso, este fungo em especial apresentou muitas

perdas do seu material durante as lavagens sucessivas para a sua reciclagem.

SUB000 5.0kV 5.0mr ( e s ) 1.00um

Figura 54. MEV do bio-hibridos P.macrosporus@NPs-AuPd cultivado na razao

[citrato]:[Au*] = 2,0, depois de 4 ciclos de utilizagao.

Os fungos sao constituidos por material organico composto por

hidrocarbonetos, polissacarideos tais como quitina e 3-glucanas (Adams, 2004), os
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quais podem ser degradados em meios 4cidos ou muito bdsicos, meios muito
oxidantes ou redutores, ou quando submetidos a forcas mecanicas como agitacao

magnética na presenca de substratos organicos como o MBE.

No entanto, o fungo Trichoderma sp nao apresentou as mesmas deformacoes
em sua superficie (Figura 55), sua biomassa micelial foi mais facilmente recuperavel
durante as lavagens sucessivas. Percebeu-se que mesmo ap6s 8 horas de utilizacao,
as suas hifas permaneceram bastante brilhantes no MEV — modo de elétrons
retroespalhados, com a presenca de microtubos e nanoparticulas de AuPd em sua

superficie.

[ o
SU8000 5.0kV 4.4mm x25.0k SE(UL) 2.00um 5.0kV 4.4mm x100k Ly

Figura 55. MEV do bio-hibrido Trichoderma sp@ NPs-AuPd cultivados na razao

[citrato]:[Au*] = 2,0 depois de 4 ciclos de utilizagao.

A utilizagdo dos bio-hibridos para reciclagem nao apresentou resultados
satisfatorios, elevada perda da eficéncia catalitica dos bio-hibridos foi observada. Os
fungos Trichoderma e Penicillium sp, forneceram maior biomassa sendo mais
facilmente recuperaveis. Os fungos P.macrosporus e A.niger, apesar de atuar como
excelentes catalisadores, ndo sao eficientes para serem reciclados, uma vez que
quando hidratados sao quebradigos, podendo se fragmentar facilmente em pedados

bastante pequenos, o que dificultou no momento da sua recuperagao nas sucessivas
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lavagens, ocasionando numa perda significativa de material. No, entanto o A.niger
preservou suas caracteristicas individuais, como estruturas de reproducao, hifas

(Figura 63, APENDICE, p.157).
5.6.2 Consideracgoes finais

Nesta secao foram avaliadas as eficiéncias de reciclabilidade dos fungos
analisando as quatro espécies P. macrosporus, Trichoderma sp, Penicillium sp e
Aspergillus niger cultivados em NPs-AuPd [citrato]:[Au*] = 2,0, para a hidrogenacao
catalitica do MBE.

Verificou-se que ocorre uma elevada perda da eficiéncia de reciclabilidade
destes materiais bio-hibridos apds 4 ciclos de hidrogenagao, uma elevada perda
destes materiais foi verificada com os fungos P.macrosporus e Aspergillus niger, apos a
agitacdo em solucdo aquosa, estes materiais tornaram-se quebradigos, fato que
dificultou a sua recuperacao e reuso. Os fungos Trichoderma e Penicillium sp,
forneceram maior biomassa sendo mais facilmente recuperaveis. No entanto, estes

bio-hibridos também apresentaram baixa eficiéncia catalitica quando reciclados.
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6.0 CONCLUSOES GERAIS

Nesta tese foram obtidos materiais bio- hibridos formados por NPs
bimetdlicas de Au e Pd, depositadas em fungos filamentosos para aplicagoes
cataliticas. A utilizagao de solugdes contendo NPs-Pd puras inibiu o crescimento das
espécies de fungos utilizadas neste estudo, e mostrou uma contaminagao das NPs-Pd
por enxofre que provavelmente foi proveniente dos compostos presentes na parede

celular ou produzidos através do metabolismo fangico.

Como a principal meta em sintetizar estes bio-materiais foi visando a sua
aplicacao nas reagoes de catdlise, tais como as reagdes de hidrogenagao, oxidagao e
Suzuki, entao este novo método de sintese de NPs-AuPd, utilizando as NPs-Au
previamente depositadas nos fungos, as quais atuaram como “sementes” para a
nucleacao e crescimento do Pd’, permitiu obter NPs bimetalicas de AuPd do tipo

core-shell na superficie dos fungos, evitando a contaminagao com o enxofre.

Verificou-se que os bio-hibridos A.niger@NPs-AuPd foram promissores para
as reagOes cataliticas que envolveram as reagdes de hidrogenagao do MBE. Quando
estes bio-hibridos foram submetidos a luz visivel, ocorreu um eficiente aumento na
taxa de conversao da reacao de hidrogenacao do MBE. A avaliagdo do efeito da
variagdo da concentracdo de ions citrato, mostrou que bio-hibridos A.niger
[citrato]:[Au*] = 7,1 apresentaram 60% de conversao do BEM, que foi o maior valor
obtido deste conjunto de dados. Estes resultados foram compativeis com os estudos
semi-quantitativos com EDX, mostrando que a quantidade das NPs-AuPd
acumuladas interferiu no efeito catalitico do bio-hibrido. O tamanho e distribuicao
das particulas avaliados através de MET foram considerados fatores importantes
para um melhor entendimento da resposta catalitica gerada pelos fungos. Com os
estudos de reciclabilidade, verificou-se que os bio-hibridos nao apresentaram
resultados satisfatérios, indicando uma elevada reducao na eficiéncia durante os 4

ciclos de utilizacao.
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7.0 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

7.1 Quanto ao estudo de obtencao dos bio-hibridos

a) Investigar a variagao da concentracdo do precursor de palddio e sua
influéncia no tamanho e forma das particulas sobre os fungos e seus efeitos
cataliticos;

b) Avaliar a influéncia de outros estabilizantes para a morfologia final das
NPs e seus efeitos cataliticos;

c) Avaliar a composicao, morfologia, cristalinidade e efeitos eletronicos dos
bio-hibridos através de analises de MET de alta resolucao, EDX de alta
resolucao, XANES, EXAFS;

d) Sintese dos bio-hibridos utilizando outros precursores, por exemplo,
platina, niquel, cobre.

e) Avaliar a influéncia de diferentes meios de cultivo para o crescimento do

fungo e deposicao das NPs bimetalicas.
7.2 Quanto ao estudo da aplicacao destes bio-hibridos nos testes cataliticos

a) Verificar o efeito de outros tipos de solventes para o aumento da
eficiéncia catalitica e sua biocompatibilidade com o sistema reacional;

b) Estudar o efeito de outros substratos simples para a reagao de
hidrogenacao, Suzuki e oxidacao utilizando os bio-hibridos como

catalisadores;
7.3 Quanto ao estudo de aplicagao dos bio-hibridos em diferentes sistemas

a) Investigar as propriedades eletroquimicas dos microtubos de AuPd
obtidos com a calcinagdo dos bio-hibridos fungos-AuPd, aplicando-os
como eletrodos para reagdes de oxi-reducao;

b) Aplicagao dos bio-hibridos como sensores para estudo utilizando a
espectroscopia RAMAN;

c) Avaliar a viabilidade de aplicagdo dos bio-hibridos na biorremediacao

de solos;
7.4 Quanto ao estudo da influencia das NPs nas mudancas de fatores bioldgicos

a) Investigar os efeitos biologicos e modificagdes genéticas causadas pela

deposicao das NPs sobre os fungos;
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APENDICE A) Analise de

solugoes
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Figura 56. Analise de tamanho de particulas das solu¢des NPs-Au(a), NPs-Pd

(e) e NPs-AuPd (d), estabilizadas com ions citrato, razao [citrato]:[Au*] =0,3 Analises

realizadas no CETENE.

APENDICE B) pH das solucgées contendo NPs metalicas em que os fungos foram

cultivados.

Tabela 08. pH das solugoes contendo NPs-Pd antes e depois do crescimento fungico.

Soluc¢oes NPs-Pd

Depois do cultivo dos fungos

Razao pH P.macrosporus | Trichodema sp | Penicillium sp | A.niger
[citrato]:[Pd*]
0,3 3,5 3,6 34 3,5 3,4
2,0 4,5 49 47 5,0 4,8
3,7 5,4 6,1 6,0 5,8 57
71 6,0 6,1 5,9 6,2 6,1

Tabela 09. pH das solugdes contendo NPs-Pt antes e depois do crescimento fangico.

Soluc¢oes NPs-Pt

Depois do cultivo dos fungos

Razao pH P.macrosporus | Trichodema sp | Penicillium sp | A.niger
[citrato]:[Pd?]
0,3 2,9 2,6 2,5 2,6 2,6
2,0 3,3 3,1 3,0 3,0 3,0
3,7 3,4 2,8 31 31 32
71 4,1 3,9 4,0 4,0 5,0
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APENDICE C) MEV do bio-hibrido Trichoderma sp@NPs-AuPd razées
[citrato]:[Au*] = 0,3, 2,0, 3,7, 7,1 e 17,3.

Figura 57. MEV do bio-hibrido Trichoderma sp@AuPdNP, razoes molares
[citrato]:[Au*] =a) 0,3;b)2,0;¢c)3,7;d) 7,1 e e) 17,3, nos aumentos de 10.000X (a-e) e
100.000X (a.1-e.1 e a.2-e.2). Modo de elétrons secundarios (a.1-e.1) e modo de elétrons

retroespalhados (a.2-e.2).
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APENDICE D) Calculo da taxa de conversio das reacdes

.
| L

T T T T T T T T T T T T T

T T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 20 1.0 ppm

B A LELE
Figura 58. Espectro RMN-H obtido com a hidrogenagao do MBE apos 30
minutos de reagdo na presenca do bio-hibrido Trichoderma sp@NPs-AuPd

[citrato]:[Au*]= 2,0 utilizando metanol e 4gua como solvente.

A taxa de conversao foi obtida através do célculo: Taxa de conversao =
produtos/ material de partida (reagentes e produtos), ou seja: [2-metil-butan-2-ol/(2-

metil-3-buten-2-ol + 2-metil-butan-2-ol)] x 100.

Assim, foi considerada a integral do quarteto em 1,5 ppm relacionada a 2H do
MBA = 0,87. E a integral do duplo dubleto em 6,0 ppm relacionada a 1H do MBE.
Como o valor de 0,87 esta relacionado a 2H, este foi dividido por 2, para relacionar-se

estequimetricamente a 1H, assim tem-se:

0,87

Taxa de conversao do MBE em MBA = # =0,30 x 100 = 30%

2

Este mesmo cdlculo foi efetuado para as demais rea¢des, como foi descrito na segao

423, p.59.
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APENDICE E) Aplicagio da luz visivel para o aumento da cinética de hidrogenacio
do 2-metil-3-buten-2-01 (MBE) utilizando bio-hibrido fungos@AuPd como
catalisadores

Figura 59. Imagens de MEV comparando Trichoderma sp@NPs-Pd
[citrato]:[Au*] = 7,1, obtidas depois das reacdes de hidrogenacao a) no escuro, b) na
presencga da luz visivel. Modo de elétrons secundarios (a.1-b.1), modo de elétrons

retroespalhados (a.2-b.2).

1 1 i 1 (e T
SUB000 5.0kV 4.9mm x10.0k LA100(U) ST 5 00um | SUS000 5.0kV 4.9mm x40.0k LA100(U) S odum

Figura 60. Trichoderma sp@NPs-Pd [citrato]:[Au*] = 7,1 depois da

hidrogenagao em presenca da luz visivel. Modo elétrons retroespalhados.
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|

500nm

Figura 61. Imagens de MEV comparando Penicillium sp@NPs-Pd
[citrato]:[Au*] = 7,1, obtidas depois das reacdes de hidrogenagao a) no escuro, b) na
presencga da luz visivel. Modo de elétrons secundarios (a.1-b.1), modo de elétrons

retroespalhados (a.2-b.2).

APENDICE F) Reciclagem dos bio-hibridos fungos@AuPd

]

Vo (T B S |
2.00um SU8000 5.0kV 5.0mm x100k LA100(U) 500nm

Figura 62. MEV do bio-hibrido Penicillium sp@ NPs-AuPd cultivados na razao

[citrato]:[Au*] = 2,0 depois de 4 ciclos de utilizagao.
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Figura 63. MEV do bio-hibrido A.niger@NPs-AuPd cultivados na razao

[citrato]:[Au*] = 2,0 depois de 4 ciclos de utilizagao.

APENDICE G) DTG dos bio-hibridos

A.niger@AuPd [citrato]:[Au*] = 0,3 40 A.niger 0.3
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Figura 64. DTG do bio-hibrido A.niger@NPs-AuPd [citrato]:[Au®*] e do fungo

A.niger obtidos no pelo software origin.
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APENDICE H) Aplicacées dos bio-hibridos fungos @AuPd para a redugio do 4-

nitrofenol
citrato]:[Au™] = 0,3
150 [citrato]:.[Au™] i :
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Figura 65. Avaliagao cinética da reducao do p-nitrofenol através de UV-Vis. a)

A.niger@NPs-AuPd, b) NPs-Pd, c) NPs-Au e d) cinética da reacdo pseudo-primeira

ordem avaliando o pico em 400nm do p-nitrofenol.
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Figura 66. Avaliacao da taxa de redugao maxima do p-nitrofenol utilizando o

bio-hibrido A.niger @NPs-AuPd nas razdes [citrato]:[Au*]=0,3, 2,0, 3,7, 7,1, 17,3.

158



APENDICE I) Espectros de RMN-H

Reacdo de oxidacdo, Suzuki e hidrogenacip aplicando Trichoderma sp @[citrato]:[Au*"1=2,0
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Figura 67. Espectros de RMN das rea¢des de oxidacao do 4lcool crotilico (a),

reagao de Suzuki (b), e hidrogenacao do MBE(c) na presenga do bio-hibrido

Trichoderma sp @[citrato]:[Au*]=2,0, estes espectros foram obtidos a cada 30 minutos

de reagao que se completaram em 3h.
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Reac¢Oes de hidrogenagdo no escuro e sob luz visivel, variando citrato (A.niger) e reciclagem
(Trichoderma sp)
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Figura 68. Espectros de RMN da reacao de hidrogenacao do MBE na presenca
do A niger@NPs-AuPd [citrati]:[Au*] = 7,1 no escuro (a) e sob luz visivel(b). Estes

espectros foram obtidos a cada 20 minutos de reagao que se completou em 2h.
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Figura 69. Espectros de RMN da reagao de hidrogenacao do MBE na presenca

do A niger@NPs-AuPd [citrato]:[Au*] = 7,1. Estes espectros foram obtidos a cada 20

minutos de reagao que se completou em 2h.
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Figura 70. Espectros de RMN da reagao de hidrogenacao do MBE na presencga

do Trichoderma sp@NPs-AuPd [citrato]:[Au*] = 2,0. Estes espectros foram obtidos a

cada 20 minutos de reacdo que se completou em 2h, depois de quatro ciclos de

utilizacao do bio-hibrido.
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