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“Na natureza nada se cria, nada se perde, tudo se transforma”.
Antoine Lavoisier



RESUMO

Na busca por novas nanotecnologias pesquisas estao sendo realizadas com o intuito de propiciar
0 desenvolvimento de nanomateriais para uso em diversas areas. Atualmente, nanoparticulas
metalicas, por exemplo as NPAg e FeNP estao sendo bastantes estudadas como alternativas de
aplicacdo na medicina, farmacologia, na agricultura, no ramo da biotecnologia, entre outros.
Existem diversos métodos para a obtencdo desses nanomateriais, entre os quais destaca-se o
método bioldgico, no qual utiliza microrganismos, como fungos filamentosos na biossintese de
nanoparticulas metéalicas, facilitando e barateando o processo de producao. Em vista disso, esta
pesquisa se propde a utilizar fungos de ambientes amazonicos da espécie Penicillium rolfsil e
Talaromyces verruculosus isolados do solo de ambientes amazdnicos, para a biossintese de
NPAg’s FeNP, respectivamente. As nanoparticulas obtidas foram caracterizadas por
espectroscopia de UV-Vis e TEM, onde para a NPAg se obteve a banda de absorcao na regido
de 270 nm e na anélise por TEM foi observado um tamanho de nanoparticula que variou de 25-
10 nm. Para as FeNP’s foram obtidas nas bandas de absor¢cdo maxima em 228 nm, com tamanho
das nanoparticulas que variou de 180-40 nm no TEM. Portanto, evidenciou-se enorme
capacidade de biosintetizar FeENP e NPAg por meio dos fungos isolados de ambientes
amazonicos.

Palavras-Chave: Nanoparticulas Metélicas, Ferro, Prata, Fungos Amaz6nicos, Biossintese,
Método Bioldgicos.

ABSTRACT: In the search for new nanotechnologies, research is being carried out to develop
nanomaterials for use in various areas. Currently, metallic nanoparticles, such as NPAg and
FeNP, are being studied extensively as alternatives for application in medicine, pharmacology,
agriculture, biotechnology, among others. There are various methods for obtaining these
nanomaterials, including the biological method, which uses microorganisms such as
filamentous fungi to biosynthesize metal nanoparticles, making the production process easier
and cheaper. In view of this, this research aims to use fungi from Amazonian environments of
the species Penicillium rolfsil and Talaromyces verruculosus isolated from the soil of
Amazonian environments, for the biosynthesis of FeNP NPAg's, respectively. The
nanoparticles obtained were characterized by UV-Vis and TEM spectroscopy. For NPAg, the
absorption band was obtained in the region of 270 nm and in the TEM analysis, a nanoparticle
size ranging from 25-10 nm was observed. For FeNPs, maximum absorption bands were
obtained at 228 nm, with nanoparticle sizes ranging from 180-40 nm in the TEM. Therefore,
there was a huge capacity to biosynthesize FeNP and NPAg by fungi isolated from Amazonian
environments.

Keywords: Metallic Nanoparticles, Iron, Silver, Amazonian Fungi, Biosynthesis, Biological
Methods.
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1. INTRODUCAO

A nanotecnologia representa um grande avanco cientifico com amplo alcance de
funcionalidade e potencial de aplicacdo (MUKHERJEE et al., 2014). Nos ultimos anos, 0
interesse em novos materiais com tamanhos cada vez menores atrai atengdo de pesquisadores,
visto as propriedades que oferecem para o desenvolvimento de novas tecnologias, um ponto
inicial para tal desenvolvimento sdo as nanoparticulas (NPs), vistas como blocos de construcdo
fundamentais da nanotecnologia (CAVALCANTE, 2014).

A nanotecnologia veio modificar a forma como os diversos tipos de materiais sao
utilizados. "Nano" refere-se a qualquer pardmetro quando é expresso como uma medida de 10
® m de unidades do sistema internacional. A nanotecnologia refere-se as particulas com
dimensGes que variam entre 1 e 100 nandmetros (nm). O termo ndo sendo novo, tem sido
amplamente utilizado para o desenvolvimento de tecnologia mais eficiente, nas ultimas
décadas. Em contraste com 0s seus metais, as nanoparticulas metalicas e o seu uso pode ser
considerado um produto da ciéncia moderna (BORRALHO, 2017).

O tamanho nanométrico dessas particulas proporciona uma razéo entre superficie e
volume, que assim como o confinamento quantico resultam em propriedades bioldgicas, fisicas
e quimicas distintas de seus materiais de origem, podendo ser aplicadas em diversas areas como
biomedicina e na desinfeccdo do ar e agua, entre tantas outras (CAVALCANTE, 2014). Nessa
perspectiva destacam-se as aplicabilidades das nanoparticulas de prata (NPs-Ag) e ferro (NPs-
Fe), aplicadas diretamente em diferentes areas, tais como, médicas e alimenticias, energia,
agricultura, quimica, informacdo, comunicacdo, industria pesada e bens de consumo a fim de
garantir o controle de microrganismos patogénicos a niveis de seguranga publica (MARTINS
et al., 2016). Pois, possuem propriedades dpticas, térmicas e eletroquimicas exclusivas
(FAHMY et al., 2018).

A busca por novas nanotecnologias tem propiciado o estudo e o desenvolvimento dessas
nanoparticulas partindo-se da utilizagdo de diversos elementos quimicos, como a prata que é
conhecida por ser um elemento brilhante, muito ductil e maleével, porém, ligeiramente mais
duro do que o ouro, com um simbolo de Ag e nimero atdmico de 47. E além da prata elementar,
outros compostos contendo prata, exemplo o Nitrato de Prata (AgNOs3). Devido suas
propriedades Unicas e interessantes, a prata tem sido muito utilizada em diversas aplicacdes,
destacando-se suas aplicabilidades em sensores e conversores de energia; cremes € cCosmeticos
e etc. (AHMED et al., 2016; BORRALHO, 2017; CONTRENAS, 2014; DURAN et al., 2010).
Ja o ferro, um elemento quimico que pertence ao grupo dos metais de transicdo e tem o simbolo

Fe, seu nimero atdmico 26. E um dos elementos mais comuns na crosta terrestre e desempenha
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um papel fundamental em vérias aplicagdes industriais e bioldgicas, E além do ferro elementar,
outros compostos, exemplo o Nitrato de Ferro (Ill), compostos quimicos que vém sendo
bastantes empregado para biossintese de nanoparticulas, principalmente pelo método bioldgico.

As nanoparticulas metalicas podem ser produzidas por diferentes métodos, seja ele 0s
quimicos, fisicos e bioldgicos. Os métodos fisicos e quimicos possuem um alto custo e na
maioria das vezes sdo danosos ao meio ambiente, pois utilizam reagentes toxicos. Por isso, é
importante a utilizacdo de métodos atdxicos e de baixo custo. A sintese bioldgica costuma ser
mais eficiente na obten¢do de NP’s mais estaveis, devido aos metabdlitos primarios e
secundarios produzidos pelos organismos que estdo presentes no meio reacional (WEY et al.,
2015).

Os meétodos biologicos utilizam microrganismos, extratos de plantas, vitaminas na
sintese de NP’s e estdo dentro dos principios que preconiza a Quimica Verde, pois eliminam o
uso de substancias nocivas. O avango da “sintese verde” de NP’s esta a progredir como um
ramo chave da Nanotecnologia, onde o0 uso de bactérias, fungos e extratos vegetais para a
producdo de nanoparticulas pode ser uma alternativa aos meétodos quimicos e fisicos
(BORRALHO, 2017).

Esse método também é chamado de sintese verde, pois as NPs sdo obtidas com acéo de
compostos advindos de células ou extratos enzimaticos de microrganismos ou plantas
(HUSSAIN et al., 2016). Nos ultimos anos, o nimero de trabalhos, envolvendo células de
microrganismos como fungos, bactérias e algas, empregados para obtencdo de nanoparticulas
metalicas, esta aumentando gradativamente, devido a sua facilidade de manuseio, baixo custo
de manutencdo, baixa geracdo de residuo, eficiéncia no processo e ndo requerem agentes
estabilizadores (BOROUMAND MOGHADDAM et al., 2015; CHAN et al., 2013;
FERNANDEZ et al., 2016).

Nos ultimos anos, a biodiversidade amaz6nica vem sendo negligenciada pelo préprio
Estado, que pouco fomenta e estimula o desenvolvimento de pesquisas no bioma, fazendo com
que o proprio pais e sua populacdo perca tecnologia e o pioneirismo na descoberta e utilizacao
de potenciais produtos biotecnoldgicos ainda ocultos na regido. A sintese das NPs de maneira
ecologicamente correta e com menos gastos, faz com que essa nanotecnologia desperte o
interesse de industrias e demais laboratorios de pesquisa, que por sua vez poderédo transforma-
la em beneficios para a sociedade, tendo em vista suas aplicacdes. Nessa perspectiva, este
trabalho se propd@e a investigar se fungos filamentosos amazonicos (espécie Penicillium rolfsil
CBMAI 2753 e Talaromyces verruculosus CBMAI 2734) tem a capacidade de produzir
nanoparticulas de prata e ferro, por meio da biotransformacéo catalisada.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Obter nanoparticulas de prata e ferro por meio da biotransformacéo catalisada por

fungos filamentosos da espécie Penicillium rolfsil e Talaromyces verruculosus, isolados de

ambientes amazobnicos.

2.2. ESPECIFICOS

Cultivar fungos filamentosos da espécie Penicillium rolfsil e Talaromyces verruculosus em
meio s6lido e liquido.

Biosintetizar nanoparticulas metalicas de prata e ferro por meio dos fungos das espécies
Penicillium rolfsil e Talaromyces verruculosus isolado de ambiente amazonico;
Caracterizar as nanoparticulas metalicas por espectroscopia de UV-Vis e a Microscopia de
Transmissdo Eletronica (TEM).

Desenvolver material didatico-metodoldgico para trabalhar abordagem sobre a
nanotecnologia associada ao ensino de quimica e o cultivo microbiolégico de fungos dentro
do ensino e aprendizagem de Ciéncias da Natureza (Quimica) para o ensino médio
(ANEXO).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 NANOPARTICULAS METALICAS

Nos ultimos anos, o interesse em novos materiais com tamanhos cada vez menores tem
atraido a atencao de pesquisadores, visto as propriedades que oferecem para o desenvolvimento
de novas tecnologias, um ponto inicial para tal desenvolvimento sdo as nanoparticulas (NPSs),
vistas como blocos de construcdo fundamentais da nanotecnologia (CAVALCANTE, 2014).

Segundo Collier et al. (2015), a nanotecnologia foi definida em um intervalo de tamanho
arbitrario, que ndo leva em consideracdo a extraordinaria variabilidade nas formas quimicas e
estruturais que 0s nanomateriais podem assumir. Por convencédo, a faixa de tamanho mais
comumente utilizada para referenciar os nanomateriais estd compreendida entre 1 e 100 nm
(BOVERHOF et al., 2015). Além do tamanho, essas propriedades Gnicas surgem como fun¢édo
de varios fatores de interacdo, incluindo composicdo quimica, forma e estrutura cristalina
(HULL, 2019).

Dentre os nanomateriais amplamente estudados, as NPs metélicas destacam-se,
principalmente as de prata, ouro, ferro, paladio e platina devido a vasta aplicabilidade
principalmente em setores associados a eletroquimica, medicina, cosmética, farmacos e
alimentos (NISKA et al., 2018).

As NP’s podem ser obtidas por métodos quimicos, fisicos e biolégicos. Um dos métodos
mais convencionais é o quimico que ocorre por reducdo quimica de sais, sendo o borohidreto
de sddio um dos mais difundidos (OTTONI et al., 2018). Muito embora 0os métodos quimicos
sejam 0s mais descritos, esses métodos dependem de agentes estabilizantes e redutores que por
muitas vezes sdo toxicos e dependem de processos mais trabalhosos e custosos (XUE et al.,
2016).

Entretanto, os métodos fisicos (irradiacdo de laser, condensacéo de vapor) ndo envolvem
compostos toxicos, geralmente t€ém um tempo de processamento rapido e o tamanho das NP’s
obtidas é mais uniforme. Sua grande desvantagem € o alto consumo de energia para execucao
dos mesmos (WEY et al., 2015). Visando essas desvantagens, na Ultima década muitos estudos
tém utilizado uma abordagem biologica para a obtengdo de NPs metalicas.

Mohanpuria et al. (2008) relataram que a obtencdo de NPs pelo método bioldgico é mais
vantajoso quando comparadas com as sintetizadas por via quimica e fisica, uma vez que, neste
tipo de sintese ndo sdo utilizados agentes quimicos além do metal precursor, utilizando
organismos vivos ou metabdlitos oriundos destes para a sintese. Os autores também destacam

gue as NPs biologicas possuem uma maior estabilidade e biocompatibilidade (ndo produz
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efeitos nefastos sobre tecidos bioldgicos), reduzindo assim, a sua toxicidade, além de ser uma
reagdo completa, sem a formagdo de outras substancias (SCHROFEL et al., 2014). Por meio
dessa sintese biologica pode-se obter nanoparticulas utilizando diversos tipos de matéria-prima

bioldgica, com plantas, bactérias, extratos vegetais e em especial fungos filamentosos.

A sintese bioldgica apresenta algumas outras vantagens em comparagao as obtidas por
via quimica e fisica, uma vez que evitam o uso de produtos toxicos e agressivos, ndo possuem
alta demanda de energia e sdo processos considerados de baixo custo (SINGH et al., 2015). A
tabela 1 apresenta alguns estudos que utilizaram diversas fontes biologicas para a biossintese

de NPs metalicas.

Tabela 1- Alguns organismos que sintetizam NPs metalicas

Tip Tamanho
Organismos 0 Localizacéo Referéncias
NP (nm)
Eucalyptus Ag ND 25-30 Shivakumar et al., 2017
Plantas | Elettaria cardamom Au ND 15.2 Rajan et al., 2017
Malva. crispa Linn ~ Ag Intra 5-50 Krishnaraj et al., 2017
Penicillium Ag Extra 10-15  Neethu et al., 2018
Aspergillus Ag ND 1-20 Kalyani et al., 2018
[r)]c_)lonlhculin Ag Extra 10-40 Metuku et al., 2014
Fungos Schizophyllum _
r_adlatum Ag ND 5.5 Elamawi et al., 2018
Trichoderma
Ionglbrachlatum Ag Extra 12-40 Raheman et al., 2011
Pestologia sp.
Alternaria alternate  Ag Extra 20-60 Gajbhiyed et al., 2009
Cystoseira. baccata  Au ND 8.4-2.2  Ballesteros et al., 2017
Algas Gellidum amansii Ag Extra 24-54 Pugazhendhi et al., 2018
Leptanilla japonica  Ag Extra 30 Kim et al., 2018

*ND: Ndo descrito. Intra: Intracelular. Extra: Extracelular - Fonte: Elaborado pelo autor, (2023)

Dentre os organismos supracitados, as plantas e os fungos filamentosos (FF) sdo os mais
promissores no processo de biossintese de NPs metalicas em maior escala. Os FF oferecem
algumas vantagens quando comparados as plantas e, segundo Raheman et al. (2011), estes
organismos apresentam caracteristicas chaves, tais como a tolerancia e facil bioacumulacéo do
metal, sdo faceis de manipular e fabricar no processamento apds a producéo “downstream”
(ZHAO et al., 2017), formam biomassa e proteinas nao identificadas e que sdo passiveis a serem
utilizadas em outros processos, gerando assim, valor agregado (DAS et al., 2017; XUE et al.,
2016).



16

3.2. PROCESSOS DE OBTENC;AO DE NANOPARTICULAS METALICAS

A sintese de nanoparticulas metalicas pode ocorrer de duas formas: “Top Down” ou
“Bottom Up”. No processo " Top Down ", as NPs sdo produzidas por redugao de sua forma a
granel, por métodos fisicos (KHAN et al., 2017). Ja em " Bottom Up’’, ocorre a partir de atomos
ou moléculas, onde a principal reacdo é de redugdo ou oxidacdo por métodos quimicos ou
biologicos (BORGSCHULTE et al., 2017). Os métodos bioldgicos sdo chamados de sintese
verde, pois, as NPs sdo obtidas com acdo de compostos advindos de células ou extratos
enzimaticos de microrganismos ou plantas (HUSSAIN et al., 2016).

A biossintese de NPs metélicas pelo método biolégico pode ocorrer de forma
intracelular e extracelular (Figura 1). Entretanto, a producéo por via extracelular possui uma
maior facilidade no controle do tamanho uma vez que, as NPs sdo precipitadas fora das células
e sao desprovidas de componentes celulares desnecessarios, ao contrario das intracelulares que

tendem a anexar a parede celular da biomassa, e s&o dificeis de purificar (ZHAO et al. 2017).

Figura 1 - Esquema de sintese das nanoparticulas intracelular e extracelular.
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A habilidade da obtencao de nanoparticulas metalicas por microrganismos deve-se pela
participacdo das enzimas do tipo redutase, polissacarideos, polipetideos, proteinas, aglcares ou
co-fatores organicos, produzidos por processos metabolicos que convertem os metais toxicos
(sal metalico) em ions metalicos de nanoparticulas menos toxicas, podendo ocorrer de forma
intracelular ou extracelular (THAPA et al.,, 2017; KATAS et al.,, 2018). Quando o
microrganismo esta sob condicéo de estresse, como a alta concentracdo de metais, eles realizam
para sua sobrevivéncia varios mecanismos de eliminacdo dos metais toxicos, tais como,
acumulo de ions metélicos dentro das células, fluxo ativo dos ions metélicos através da

membrana celular e reducéo quimica dos ions (HULKOTI et al., 2014) (Figura 2, pag. 19).
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Apesar das vantagens do uso de microrganismos na transformacdo de nanoparticulas
metalicas, o grande desafio, € a diminui¢do do tempo de reacdo, a garantia da padronizacgéo do
tamanho e carga das particulas, pois tais microorganismos estdo sujeitos as altas influéncias de
pH, temperatura, luminosidade concentracdo dos sais, podendo afetar o rendimento e a forma
das nanoparticulas (POURI et al., 2018).

Figura 2: Tipos de mecanismos envolvidos na formacao de nanopartl'culas metalicas por fungos
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Fonte: Adaptado de Li, Q. et al., (2022)

3.3. GENEROS PENICILLIUM E TALAROMYCES

Os fungos (reino Fungi) constituem um grande e diversificado grupo de seres vivos
(bolores, cogumelos e leveduras), que podem ser encontrados em quase todos 0s nichos
ecolégicos (WEBSTER et al., 2007). Ja foram descritas aproximadamente 100.000 espécies,
no entanto, estima-se que existam mais de 1,5 milhGes de espécies no planeta (WEBSTER et
al., 2007; NOGUEIRA et al., 2015). Atualmente os fungos constituem o Reino Fungi, sendo
este reino dividido em 4 filos (Chytridiomycota, Zygomycota, Basidiomycota e Ascomycota)
(WEBSTER et al., 2007).

Os fungos sao seres eucariontes multicelulares (como os filamentosos), podendo
também ser unicelulares (como as leveduras), quimiorganotréficos e na sua maioria aerébios
(NOGUEIRA et al., 2015). Os fungos pluricelulares possuem estruturas filamentosas, as hifas.
As hifas podem ser septadas ou nao-septadas (cenociticas). Os septos sdo paredes transversais
gue derivam das estruturas filamentosas. No caso das hifas septadas, ha varios nucleos dispersos
no citoplasma. Ja as hifas ndo-septadas, estas podem ser de dois tipos: mononucleadas ou
multinucleadas. A livre ramificacdo e entrelagamento das hifas formam o corpo do fungo
chamado de micélio (NOGUEIRA et al, 2015).
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O solo contém provavelmente maior nimero de individuos e maior diversidade que
qualquer outro habitat ou ecossistema. E um complexo bioldgico dindmico em que cada um dos
diferentes organismos tem seu papel-chave na manutencéo e sobrevivéncia das comunidades
(Martins et al., 2011). Existem milhares de espécies de fungos filamentosos que podem ser
encontrados na natureza, o género Talaromyces é um deles.

Segundo Pitt (1991), ecologicamente, Talaromyces &€ um género relativamente
primitivo, com muitas espécies encontradas apenas em solos inabitados. Uma das
caracteristicas mais relevantes do género é a capacidade que muitas espécies apresentam de
crescimento sob temperatura elevada. Por outro lado, outras espécies requerem maior atividade
de 4gua e podem ser encontradas em ambientes Umidos, além de colonizar folhas em
decomposicéo.

O género Talaromyces € um grupo interessante de fungos com ampla distribuicdo na
natureza e um grande potencial de estudo devido a sua capacidade de producdo de diversos
metabolitos secundarios. Esses microrganismos desempenham papéis importantes nos
ecossistemas e tém aplicacOes significativas em areas como microbiologia, biotecnologia e
medicina. As espécies de Talaromyces podem ser encontradas em uma variedade de ambientes,
desde solos até substratos organicos em composicao, incluindo materiais vegetais e animais.
Sua ampla distribui¢do na natureza significa que eles desempenham um papel importante na
preservacdo da matéria organica e na ciclagem de nutrientes. Assim como Penicillium,
Talaromyces é excelente decompositor de matéria organica. Atualmente, ha 173 espécies
aceitas para Talaromyces, distribuidas em sete sec¢des: Bacillispori, Helici, Islandici, Purpurei,
Subinflati, Talaromyces e Trachyspermi.

O género Penicillium é um dos maiores grupos de fungos, com mais de 200 espécies.
Seu vasto nimero esta atrelado a sua adaptabilidade e a sua baixa necessidade no que diz
respeito a nutricdo necessaria para seu crescimento. S&o isolados muitas vezes como fungos
endoliticos, ou seja, em condic¢Bes na qual podem manter uma relagdo de simbiose com o seu
hospedeiro (TOGHUEO; BOYOM, 2020)

Esse género Penicillium foi descrito pela primeira vez em 1809 por Link. Este género
pertence a familia Trichocomaceae e se caracteriza por produzir conidios em cadeias em uma
estrutura ramificadas chamadas de fidlides, com os conidioforos apresentando morfologia
semelhante a um pincel (SILVA et al., 2013). O género Penicillium foi subdividido em vérios
subgéneros ao longo do tempo, e a classificacdo pode variar dependendo da fonte e do autor.
Em uma classificacdo amplamente aceita em 2021, havia 8 subgéneros reconhecidos no género

Penicillium, e eles foram descritos por varios pesquisadores.
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As espeécies do género Penicillium sdo uma fonte potencial de estudo devido & sua ampla
distribuic@o na natureza e a capacidade de sintetizar uma variedade de metabolitos secundarios
com diversas propriedades biologicas. Entre as razdes pelas quais as espécies de Penicillium
sdo de interesse para pesquisa incluem a sua atividade antibioticos, o Penicillium é conhecido
por produzir a penicilina, um dos primeiros antibioticos descobertos, que revolucionou o
tratamento de infeccBes bacterianas. Além disso, outras espécies de Penicillium também
apresentam antibidticos com potencial terapéutico e/ou antioxidantes que sdo substancias que

podem proteger as células.

3.4. MICRORGANISMOS AMAZONICOS

O solo amazonico € potencialmente favoravel para o isolamento de novas espécies de
microrganismos, especialmente fungos, uma vez que existe uma maior deposicao de residuos
organicos na camada mais superficial do solo, o que facilita o processo de coleta. Estes residuos
organicos na presenca de umidade constante oferecem o substrato ideal para a proliferacéo de
microrganismos de decomposicdo, como bactérias e fungos. Existe uma grande falta de
informacdo sobre a microbiota amazonica, o que implica na potencialidade farmacoldgica e
biotecnoldgica que vem sendo desperdicada, uma vez que a Floresta Amazénica é o ecossistema
mais biodiverso do mundo (HARGREAVES et al., 2008).

Os microrganismos representam a fonte mais rica em diversidade quimica e molecular
da natureza, constituindo a base de processos ecoldgicos, como os ciclos biogeoquimicos e a
cadeia trofica, além de manter relagbes vitais com organismos superiores (HUNTER-
CEVERA, 1998). O nimero de espécies microbianas identificadas cresce a cada ano, sendo
descritos mais de 47.000 fungos, 30.000 protozoarios, 26.000 algas, 5.000 bactérias e 1.000
virus. Esses nimeros séo, no entanto, pequenos diante do total de espécies, estimado em cerca
de dois milhdes (WILSON, 1988; ROSSELO-MORA; AMANN, 2001).

Um estudo foi realizado para avaliar o potencial de producdo enzimética de
basidiomicetos, isolados do solo amazonico, foram isolados 0s géneros Trametes, Pycnoporus,
Ganoderma, Stereum, Daedalea, Cantarellus e Pleurotus. Por meio da observagéo do didmetro
e coloracdo dos halos formados foi possivel concluir que dos 60 especimes coletados 50%
produziram fenoloxidases, 40% produziram amilases e 10% produziram pectinases. Dos fungos
capazes de produzir fenoloxidases destaca-se 0 Pycnoporus sanguineus, Cantarellus
guyanensis e Daedalea sp. Todos os fungos estudados foram capazes de produzir celulases

(SOUZA et al., 2008). Logo, evidencia-se a necessidade de realizar mais estudos envolvendo



20

diferentes espécies de microrganismo amazOnicos para avaliar seus potenciais frente a

diferentes aplicagdes, em particular, a biossintese de nanoparticulas metélicas.

3.5. NANOPARTICULAS DE PRATA E FERRO

A prata (Ag) ¢ um metal conhecido pela comunidade médica por sua eficacia
antimicrobiana desde o inicio do século XVIII. O efeito antimicrobiano da Ag tem sido
utilizado em diferentes campos da medicina como, por exemplo, na profilaxia da oftalmia
neonatal, na cicatrizacao de feridas e em biomateriais (LIMA, 2011).

Sais de Ag, principalmente o AgNO-, ja foram usados para o tratamento de Ulceras
(KLASEN, 2010). A atividade antimicrobiana da Ag foi reconhecida pelo meio académico no
século XIX; no entanto, somente na década de 1920 seu uso foi aprovado pela US Food and
Drug Administration (FDA). As AgNPs podem ser utilizadas para reduzir infeccGes, prevenir
a colonizacdo bacteriana em superficies de prétese, em cateteres e materiais odontoldgicos, bem
como na industria de alimentos, no tratamento de agua e na fabricacao de tintas antibacterianas
(GUZMAN et al., 2009).

O efeito antimicrobiano apresentado pelas AgNPs é devido a sua interagdo com
proteinas compostas de enxofre nas células, bem como com os compostos contendo fésforo
como o DNA. Além disto, as nanoparticulas de prata apresentam propriedades antimicrobianas
eficientes, em virtude de sua grande area superficial que proporciona melhor contato com as
bactérias (MORONES et al., 2005; SONG et al., 2006). A sintese das nanoparticulas de prata
pode ser realizada a partir de diversos métodos.

Uma das principais dificuldades encontradas na sintese das nanoparticulas metélicas, é
obter suspensoes coloidais estaveis. Este problema ocorre, pois por possuirem uma elevada area
superficial e consequentemente uma alta energia superficial, as nanoparticulas facilmente se
agregam através das ligacGes metal-metal, gerando particulas maiores, o que nao é desejavel
(KLABUNDE, 2001). Portanto, para evitar que as nanoparticulas se agreguem, sdo utilizados
estabilizadores durante a sintese. Esses estabilizadores possuem a funcdo de adsorver na
superficie das nanoparticulas, e produzir uma camada que evita a interacdo entre elas (MELO
etal., 2012).

A sintese das AgNPs ocorre por meio da reducdo de sais de Ag solUveis com agentes de
reducdo, tais como citrato, glicose, etilenoglicol ou boroidreto de sodio. Esta reducao pode ser
realizada em meio aquoso, bem como em solventes organicos (CHERNOUSOVA, 2013).
Nesse sentido, a alternativa de utilizacdo da sintese pelo método bioldgico tornar-se mais viavel,

pois as nanoparticulas de Ag sdo obtidas com mais estabilidade e uniformidades em relacdo aos
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métodos quimicos e fisicos. Alguns exemplos de aplicacdo das AgNPs sdo na biomedicina, em
materiais dentérios, no revestimento de aco inoxidavel, em cremes protetores solares, no
tratamento de dgua e em catalise. As AgNPs também vém sendo amplamente utilizadas como
agentes bactericidas na desinfeccéo da dgua e no tratamento microbiolégico de efluentes (XU
etal.,, 2011).

J& a preparagdo de NPFe com bactérias, fungos e plantas foi designada também de
“sintese verde”, pois € mais ecoldgica e econémica (AHMAD et al. 2015). A biossintese de
NPFe é uma abordagem ascendente que envolve principalmente reacdes de reducdo/oxidacao,
isto €, as enzimas microbianas e os metabdlitos vegetais, como por exemplo o nitrato redutase,
terpendides, saponinas, flavonas e amidas com propriedades redutoras e/ou estabilizadoras que
sintetizam as NPs (SABRI et al. 2016).

A producdo de NPFe por meio da sintese bioldgica, € atualmente bastante visada por se
tratar de um método ambientalmente amigavel tendo em vistas 0s contratempos do método de
reducdo quimica geralmente empregado para tal, logo a producdo desse nanometal pode ser
realizada por fungos, bactérias e leveduras, assim como fontes vegetais (PEREIRA et al., 2017,
XU et al., 2020).

A aplicacdo dos fungos na sintese de FeNPs é mais vantajosa na medida que tem maior
facilidade na producdo em larga escala e viabilidade econdmica. Além disso, a presenca de
micélios oferece maior resisténcia. Os fungos podem produzir maiores quantidades de NPs
porque secretam maiores quantidades de proteinas aumentando a produtividade destas, tendo
grande potencial para a industria (VELUSAMY et al. 2016) uma area superficial aumentada.

O processo de sintese das NPFe depende da caracteristica de cada fungo na sua
capacidade de produzir metabolitos extracelulares como glucosidase, hemicelulase e a enzima
litica da parede celular que o protegem quando expostos a agressdes ambientais como materiais
toxicos (Fe?*), variacBes de temperatura e o tempo reacional. O micélio do fungo é exposto a
solucdo de Fe (NOz)3 e produz enzimas e metabdlitos para sua prépria sobrevivéncia, reduzindo
os ions de ferro e levando a formagéo das NPFe, com tamanho que varia entre 5-100 nm.

36 TECNICAS DE CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS -
ESPECTROSCOPIA DE UV-VIS E MICROSCOPIA ELETRONICA DE

TRANSMISSAO
A espectroscopia de UV-Vis é uma das técnicas utilizadas para caracterizagdo de

nanoparticula metélica, pois possibilita 0 monitoramento dessas nanotecnologias. Além disso,
é possivel verificar o alargamento e o deslocamento das bandas que determinam a qualidade de

distribuicdo dos tamanhos das nanoparticulas e pode determinar também a estabilidade. A
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espectroscopia de absor¢do UV-Vis estd baseada na medida da transmiténcia (T) ou absorbancia
(A) de solucbes contidas em células transparentes tendo um caminho éptico. A espectroscopia
de absorcdo UV-Vis € baseada na medida da absorcao de radiacdo eletromagnética na regiao
do espectro ultravioleta e visivel (UV-Vis) pela amostra em estudo.

Esta técnica é amplamente utilizada para determinar a concentracdo de matéria em
solucdo, bem como para obter informacdes sobre a estrutura eletrénica das moléculas. Para a
maioria dos casos, a concentracdo de uma analito esta relacionada linearmente a absorbancia
de acordo com a Lei de Beer (figura 3). No entanto quando se trata de dispersdes coloidais,
como no caso das nanoparticulas de prata, a lei de Beer pode ser aplicada com restricdes se
utilizando do méximo da banda de plasmon ressonante nas regides do ultravioleta, visivel e
infravermelho proximo, dependendo da emulsdo gerada (SEGALA, 2009 apud SILVA, 2012).

Figura 3: Espectroscopia de absor¢do UV-Vis de acordo com a Lei de Beer
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H& milhares de anos as estruturas da matéria tem despertado o interesse do homem,
desde o fim do século XIX e inicio do século XX que conceitos e espécies, tais como estrutura
cristalina, particulas, contornos de graos, fases e interfaces puderam ser confirmados
experimentalmente. A Microscopia Eletrénica de Transmissdo (TEM, sigla em inglés) é uma
técnica avangada de microscopia que permite a visualizagdo de objetos em uma escala
extremamente pequena, muitas vezes a nivel atbmico ou molecular. Ela é uma das técnicas mais
poderosas para a analise de estruturas microscopicas e € amplamente utilizada em diversas areas
da ciéncia, incluindo a biologia, a fisica, a quimica e a ciéncia dos materiais.

O emprego do TEM é bastante difundido no estudo de materiais bioldgicos, pois ele
permite defini¢do de imagens intracelulares, permitindo estudos de morfologia celular, aspectos

gerais das organelas e da interacdo de parasitas com as células, fornecendo informagdes sobre
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alteracOes e efeitos citopaticos ocasionados por virus, fitoplasmas, micoplasmas, bactérias e
outros organismos diminutos, de impossivel visualizagdo na microscopia de luz. (GALLETI et
al. 2003). Esse tipo de microscopio (figura 4) € comumente chamado de microscopio eletronico
direto ou de transmissdo (TEM) pelo fato de a imagem do espécime ser formada

simultaneamente & passagem do feixe de luz atraves dele (GALLETI et al. 2003).

Figura 4: Microscopia Eletrdnica de Transmissao. Figura 5: Analise de morfologia celular por TEM

Fonte: Adaptado PADILHA et al. (2020) Fonte: Adaptado Bergamin, F.G et al. (2019)
O TEM utiliza elétrons em vez de luz visivel para iluminar uma amostra (Figura 5). Os

elétrons saem da amostra pela superficie inferior com uma distribuicéo de intensidade e direco
controladas principalmente pelas leis de difracdo impostas pelo arranjo cristalino dos atomos
na amostra (PADILHA et al. 2020). Isso permite que a técnica alcance uma resolu¢do muito
maior do que a microscopia éptica tradicional, pois os elétrons tém uma energia muito menor
do que a luz visivel e, portanto, tém uma capacidade intrinseca de fornecer detalhes muito mais

finos.

4 MATERIAL E METODOS

Para a obtencdo das nanoparticulas de ferro e prata por meio do método bioldgico,
utilizou-se dos fungos das espécies Penicillium rolfsil e Talaromyces verruculosus,
respectivamente isolados de ambientes amazonicos pela pesquisa A metodologia adotada foi
dividida em algumas etapas, sendo elas: Cultivo do fungo em meio sélido, Cultivo no meio

liquido e biossintese das FeNPs pelo método de agitagdo convencional e autoclave.

4.1 CULTIVO DOS FUNGOS MEIO SOLIDO
Para o cultivo em meio solido foi utilizada com algumas modificacdes a metodologia
proposta por Ferreira et al. (2019), onde 4,0 g de extrato de malte e 4,0 g Potato Dextrose Agar

foram solubilizados em 200 mL de agua destilada. Em seguida, o pH foi ajustado para 5.0,
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utilizando-se uma solugdo de KOH ou HCI a 1M e o meio liquido resultante foi autoclavado
(Phoenix, modelo AV-75) por cerca de 20 min a 120 °C. A solu¢éo obtida foi vertida em placa
de Petri e ap6s a solidificacdo do meio foi realizado o repique dos fungos. Por fim, as placas
permaneceram em incubadora Demanda biol6gica de oxigénio B.O.D (LUCADEMA®, modelo
LUCA - 161/03), por 7 dias a temperatura de 32 °C.

4.2 CULTIVO DOS FUNGOS MEIO LIQUIDO

A inoculacdo dos fungos em meio liquido foi realizada em ambiente estéril, com a
transferéncia de 4 fragmentos circulares do meio sélido (0,5 cm de didmetro) contendo micélios
da cultura estoque. O crescimento microbiano foi realizado com 100 mL de meio de cultura,
contendo extrato de malte a 2% e agua destilada em um frasco Erlenmeyer (250 mL) fechado
com tampéo de algodédo. O pH da solucéo foi ajustado para 5,0 com solucdo de KOH 1,0 M ou
HCI 0,5 M. O frasco permaneceu em agitacdo rotativa por 10 dias a (28+ 2 °C, 130 rpm) em
incubadora orbital (SHAKER, LUCADEMA®, modelo LUCA - 222). Apés esse periodo, 0s
miceélios fangicos foram separados do meio liquido por filtragdo a vacuo, com auxilio de papel

de filtro Whatman n° 1, e lavados 3 vezes com agua destilada autoclavada.

4.3 BIOSSINTESE DAS NANOPARTICULAS - METODO CONVENCIONAL.

A metodologia utilizada foi baseada no método utilizado por Gaikwad et al. (2013), com
algumas modificagdes. Os micélios dos isolados, crescidos em meio liquido, foram transferidos,
dentro de ambiente estéril, para frascos Erlenmeyer (250 mL) contendo 100 mL de solucéo
tampado fosfato e 1 mL de Fe (NOs)3.H20 na concentracéo de 0,01 mol/L para a sintese de NPFe
e outro frasco contendo 100 mL de solucdo tampao fosfato e 1 mL de AgNOs na concentragédo
de 0,01 mol/L para a sintese de NPAg, a massa fungica imida transferida para cada frasco foi
de 2,0 g. Os frascos permaneceram em agitacéo orbital, dentro da incubadora shaker (SHAKER,
LUCADEMA®, modelo LUCA - 222) com temperatura controlada (32 °C) e ao abrigo da luz
por 10 dias.

4.4. BIOSSINTESE DAS NANOPARTICULAS - METODO AUTOCLAVE.

Na biossintese de NPs pelo método da autoclave os micélios dos isolados, crescidos em
meio liquido, foram transferidos, dentro de ambiente estéril, para frascos Erlenmeyer (150 mL)
contendo 100 mL de solugéo tampao fosfato e 1 mL de Fe(NOs)3.H20 na concentracdo de 0,01
(mol. L) para a biossintese das NPFe e outro frasco contendo 100 mL de solucdo tamp&o
fosfato e 1 mL de AgNOs na concentracdo de 0,01 mol/L para a sintese de NPAg, a massa
fangica umida transferida para cada frasco foi de 2,0 g, a massa fingica Umida transferida para

cada frasco foi de 2,0 g. Os frascos foram transferidos para dentro da autoclave vertical
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(Phoenix, modelo AV-75), colocado em temperatura de 120 °C por 20 min. A figura 6 resume

0 método experimental.

Figura 6: Resumo experimental de biossintese das NPs.

Meio liquido Biomassa do fungo filtrada
Meio Sélido
== =
Fungo
Inoculagéo e agitagao do fungo Filtrado fangico ]
Inoculagio
em NPFe
‘V'

NPAg ou NPFe

Solugao das nanoparticulas Biosintese NPAg e NPFe

Fonte: Autor

45 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS POR ESPECTROSCOPIA NO
UV-VISIVEL
Para a anélise, a solucdo contendo NPAg e NPFe, oriunda da agitacdo orbital e da

autoclave com micelios, foi centrifugada a 4500 rpm por 20 min em centrifuga EDUTEC. ApGs
esse processo, 0 sobrenadante foi parcialmente descartado, até que sobrassem 3 mL do mesmo.
Em seguida foi adicionado 5 mL &gua destilada e o precipitado foi ressuspendido na solucéao
por meio do Vértex Mixer por cerca de 15 min, e com a solugdo resultante foi dado
prosseguimento a caracterizacdo. A formacdo de NPAg’s e FeNPs fora confirmada pela
presenca da banda de ressonancia plasmonica, analisada por espectrofotbmetro UV-vis

(Thermo Scientific, Genesys 10 uv) em resolucdo de 1nm e intervalo de onda de 200-600 nm.

4.6 CARACTERIZAQAO POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO
A andlise de microscopia eletrénica de transmissdo (MET) das NPAg’s ¢ FeNP’s
biosintetizada foram realizadas usando um microscépio JEM400-FS (JEOLLtd., Téquio, Japdo,
operado a 80 kV. Field, PA, EUA). Apos 60 s, o excesso foi suavemente seco com papel de
filtro e a grade foi manchada com uma gota de solucéo de acetato de uranilo 2% (SigmaAldrich,
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St. Louis, MO, EUA) por 120 s. As imagens foram processadas utilizando o software Digital
Micrograph (Gatan Inc., Pleasanton, CA, EUA).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. CULTIVO DOS FUNGOS MEIO SOLIDO.

O meio solido, normalmente, é utilizado no isolamento de bactérias e fungos para fins
de identificacdo e de preservacdo de culturas. Eles sdo preparados acrescentando-se agar aos
outros componentes do meio de cultura. O cultivo de fungos em meio sélido é uma abordagem
amplamente utilizada na biotecnologia e na pesquisa microbiol6gica devido as varias vantagens
que oferece, por exemplo, tém maior sensibilidade e ainda podem reduzir a necessidade de
outros testes, como subculturas e confirmacdo (FERNANDEZ, M. R., 1993). Os fungos
Penicillium rolfsil e Talaromyces verruculosus foram cultivados em incubadora B.O.D. por 7
dias a temperatura de 32 °C, onde observou-se seu crescimento radial diariamente para ter
certeza de que ndo havia contaminacgdes nas placas e ao final do periodo de cultivo constatou-
se a normalidade no crescimento dos mesmos (Figura 7 e 8) e proporcionando a sua utilizagdo

para inoculacdo e crescimento em meio liquido.

Figura 7: Fungo Cultivado Penicillium Rolfsil Figura 8: Fungo Cultivado Talaromyces Verruculosus

Fonte: Autor ) Fonte: Autor
5.2. CULTIVO DOS FUNGOS MEIO LIQUIDO.

O cultivo de fungos em meio liquido desempenha um papel significativo na biossintese

de nanoparticulas devido as suas vantagens e caracteristicas Unicas. A biossintese de
nanoparticulas utilizando microrganismos, como fungos, tem se tornado uma abordagem
promissora devido a diversos fatores como a biocompatibilidade dos fungos que sdo
microrganismos naturalmente compativeis com muitos ambientes e condi¢cdes (ROCHA et al.,
2010).
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Em meio liquido os fungos Penicillium rolfsil e Talaromyces verruculosus foram
cultivados na incubadora Shaker em agitacéo rotativa por 10 dias a temperatura 28 °C e 150
rpm. Apos esse periodo os fungos crescidos no meio (Figura 9 e 10) foram filtrados, lavados e
levados para a biossintese das nanoparticulas.

Figura 9: Fungo Penicillium rolfsil Figura 10: Fungo Talaromyces verruculosus

Fonte: Autor Fonte: Autor

5.3. ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA-VISIVEL (UV-VIS).

As amostras de nanoparticula de ferro (NPFe) tanto pelo método de agitacdo
convencional quanto por autoclave apresentaram bons resultados, levando em consideracgéo as
diferencas nas coloracgdes das solugdes de biossinteses, que alterou sua cor de incolor para uma
coloracdo marrom no periodo da biossintese (Figura 11). Segundo Patra et al. (2017), a
mudanca na coloracdo da solucéo atingida apos o periodo de biossintese, o qual apresentou cor
marrom, € um dos primeiros indicadores evidentes da sintese de nanoparticulas de ferro.

Figura 11- Solugdo das NPFe. 1) Solugdo tampdo fosfato. 2) Controle Tampéo fosfato + Fe (NO3)3.H20. 3) Con-

trole meio liquido.4) Solucdo NPFe agitacdo convencional. 5) Solucdo NPFe da autoclave.

Fonte: Autor (2023)

O surgimento desta coloracdo, é considerado um indicativo da presenca da banda de
absorcdo das nanoparticulas de ferro confirmada pelos espectros de UV-visivel (Figura 12). Os
resultados das amostras da biossintese das NPFe demonstraram a presenca da banda de
ressonancia plasménica com pico de absorcdo maximo de 226 nm para os métodos de agitacdo

convencional e autoclave no espectro de UV-visivel no intervalo de onda de 200-600 nm como
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apresentado na Figura 12. Esse pico de absor¢do obtido se assemelha a resultados relatados em
estudos na literatura que mostraram bandas de absorbancia em 238 nm e em 265 nm para NPFe,
respectivamente, no espectro ultravioleta-visivel (Mohamed, YM, et al., 2014; Devatha et al.,
2016).

Além disso, observa-se na figura 12 que o comprimento de onda das nanoparticulas de
ferro obtidas pelo método autoclave apresentou uma alta intensidade no pico de absorvéancia da
amostra em relacdo a banda de absorvancia no comprimento de onda da amostra de NPFe
sintetizada pelo método convencional. De acordo com Vaz et al (2015) quanto maior for o
namero de moléculas capazes de absorver luz de um certo comprimento de onda, maior seré a
extensdo dessa absorcao. Além disso, quanto maior for a eficiéncia que uma molécula tem de
absorver luz de um certo comprimento de onda, maior serd a extensdo dessa absor¢do. Logo,
isso sugere que as NPFe pelo método autoclave pode possui uma melhor uniformidade,

estabilidade e tamanho médio da nanoparticula em relacdo ao metodo convencional.

Figura 12 - Espectro de UV-Vis da solugdo de NPFe pelos métodos utilizados.
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NpFe (autoclave)
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Fonte: Autor (2023)

Ja nas amostras de nanoparticulas de prata obtidas pelos meétodos autoclave e
convencional mostraram que no meio reacional da solugdo de NPAg’s, ocorreu nitidamente a
mudanga de sua coloracao de incolor para marrom acastanhado (Figura 13). A presenca dessa
coloracéo, indica a presenca da banda Ressonancia de Plasmon de Superficie Localizado
(RPSL).
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Figura 13 - Solucéo das NPAg. 1) Solucéo tampdo fosfato. 2) Controle Tampao fosfato + AgNO3z. 3) Solugéo
NPAg agitacdo convencional.4) Solugdo NPAg da autoclave

1

2

3 4

Fonte: Autor (2023)

Entretanto, tanto pelo método de autoclave, quanto no método de agitacdo

convencional, o sinal caracteristico de NPAg na regido de 420 nm no espectro de UV-Vis nédo

foi observado. Sendo alcancado um pico da banda de absorvancia maxima em 280 nm em

ambos os métodos utilizados das amostras de NPAg. Sugerindo que alguma interferéncia do

meio tenha interferido nesta andlise, “mascarando” o sinal caracteristico da nanoparticula de

prata (Figura 14). Ramos et al. (2020) utilizando o fungo do género Trichoderma spp, isolado

da regido amazonica na biossintese de NPAg’s, encontrou uma banda de absor¢do em 420 nm
Espectroscopia de Ultravioleta-Visivel. Gaikwad et al. (2013) utilizando fungos da espécie

Fusarium isoladas de varios materiais vegetais, também encontrou um pico caracteristico em

torno de 420 nm para NPAg na espectroscopia de UV-Vis.

Figura 14 - Espectro de UV-Vis da solucdo de NPAg pelos métodos utilizados.
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Fonte: Autor (2023)
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5.4. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO - (TEM)

A imagem gerada por Microscopia Eletrénica de Transmissdo sugere que as particulas
de prata, apresentam média densidade de agregacdo com morfologia tipicamente circulares (Fi-
gura 15). O tamanho das nanoparticulas obtidas variou de 25-10 nm, aproximadamente, carac-
teristicas proximas as encontradas por Ramos et al. (2020), que utilizou o fungo Trichoderma
sp, isolado, tipico, da regido amazénica, para produzir nanoparticulas de prata, no entanto em

tamanhos superiores entre 150-260 nm.

Figura 15 - Imagem por MET de nanoparticulas de prata produzida pelo fungo Penicillium rolfsil

50O nm

Fonte: Autor (2023)

J& na andlise por TEM das nanoparticulas de ferro produzidas pelo fungo Talaromyces
verruculosus, mostrou que as NPFe ndo apresentaram uniformidade de morfologia, sendo que
o0 tamanho das nanoparticulas foi superior ao de prata, rendendo tamanhos que variaram de 180-
40 nm (Figura 16). Bilesky-José et al., obteve nanoparticulas de éxido de ferro utilizando Tri-
choderma harzianum com tamanho médio de 207 nm de didmetro, indice de polidispersidade
de 0,45 e potencial zeta de 13 mV. Até o momento, este € 0 Unico estudo que descreveu a
formacdo de nanoparticulas metalicas por fungos isolados de um ambiente brasileiro, o que

reforca a necessidade de maiores aplica¢fes desse método em diferentes metais.

Fonte: Autor (2023)
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6. CONSIDERACOES FINAIS

As pesquisas sobre nanoparticulas obtidas a partir de fungos filamentosos tem contribu-
ido para avancos na area de nanotecnologia e sustentabilidade. Diante dos resultados obtidos,
conclui-se que os fungos filamentosos das espécies Penicillium rolfsil e Talaromyces verrucu-
losus foram capazes de biosintetizar nanoparticulas de prata e ferro, respectivamente.

As amostras da solucdo de NPFe obtidas através de processo bioldgico tanto pelo mé-
todo autoclave, quanto por agitacdo convencional apresentaram resultados promissores na bi-
ossintese das NP’s, utilizando o fungo amaz6nico da espécie Talaromyces verruculosus, tendo
em vista a banda de absor¢do maxima em 226 nm observada no Espectro UV-Vis. Entretanto,
o0 tamanho de nanoparticulas obtidas no TEM variou entre 180-40 nm, 0 que sugere a necessi-
dade da realizacdo de mais pesquisas utilizando tal fungo e outros metais nesse processo.

Em relacdo as nanoparticulas de prata, embora no Espectro UV-Vis a banda de absor¢éo
ndo tenha atingido o pico em 420 nm de acordo com relatos na literatura cientifica para esse
tipo de NPs. Todavia, os resultados do tamanho das nanoparticulas observadas entre 25-10 nm
pelas analises na Microscopia Eletrdnica de Transmissdo, demonstram a eficiéncia na producéo
das NPAg pelo fungo Penicillium rolfsil para ambos os métodos utilizados.

Por fim, vale ressaltar que o método de obtencdo das NPFe e NPAg’s por meio da au-
toclave pode-se considerar “inovador”, pois até a presente pesquisa ainda ndo ha registro na
literatura cientifica estudos relacionado as FENPs e NPAg’s obtidas por esses microrganismos

através desse método.
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ANEXO
1* PROPOSTA DE ENSINO: OFICINA TEMATICA
NANOTECNOLOGIA E A QUIMICA: PRODUCAO DE NANOPARTICULAS COM MATERI-
AIS ALTERNATIVOS PARA O ENSINO DE QUIMICA.
1. INTRODUCAO.

O fendmeno de integracdo econdmica, social e cultural do espago geografico em escala
mundial tens influenciado no avango cientifico-tecnolégico, percebe-se a necessidade de que
os professores de Quimica criem condi¢des favoraveis, € que visem oportunizar momentos de
reflexdo e discussao das interagdes entre CTSA, propiciando uma alfabetizacdo cientifica e tec-
noldgica.

A perspectiva Ciéncia-Tecnologia-Sociedade-Ambiental (CTSA) ¢ uma proposta dida-
tica que se iniciou na década de 1960 como uma forma de se compreender as inter-relagdes
entre Ciéncia, Tecnologia e Sociedade e que depois originou uma vertente na qual se inclui as
consequéncias dessas interagdes com o Meio Ambiente, sendo, nesse caso, usualmente deno-
minada de abordagem Ciéncia-Tecnologia Sociedade-Ambiente (CTSA) (SANTOS, 2007).

Atualmente, uma tematica que vem chamando a aten¢ao de pesquisadores no mundo ¢
a Nanotecnologia que a cada dia se faz presente nas mais diversas areas da sociedade globali-
zada como no setor farmacéutico, informatica, medicina, industria (téxtil, alimenticia), setor
energético, setor agricola e construcao civil. Ela possibilitou o desenvolvimento de
nanomateriais e nanoparticulas que tornaram os materiais tradicionais mais leves, com maior
resisténcia mecanica e com capacidade de suportar altas temperaturas (CLEBSCH et al,. 2017).

O debater sobre tematicas como a Nanotecnologia dever ser mais presente nos espego
escolares, tendo em vista que essa ciéncia cada vez mais vem crescendo na sociedade contem-
poranea e impulsionando o desenvolvimento de diversas tecnologias importantes para a socie-
dade. Para Pereira et al., (2010) faz-se necessaria e primordial a valorizacdo de um ensino inte-
grado de Ciéncias, no qual os conteudos da Quimica sejam interrelacionados aos temas da atu-
alidade e aos processos naturais. A tematica em questdo envolve conhecimentos de varias
disciplinas e deve ser trabalhada na Educacdo Bésica, ja que os estudantes dispdem hoje de
produtos (como raquetes, roupas, celulares, tablets, cartdes de memoria) que utilizam nanotec-
nologia em sua fabricagdo (CLEBSCH et al. 2017).

Associar os conhecimentos aprendidos em sala de aula com cotidiano dos alunos ¢ um
dos atuais desafios do ensino de quimica, na qual ¢ tema de intimeras pesquisas tendo como

caracteristica principal, correlacionar os conhecimentos prévios dos estudantes perante a uma
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problematica com os conhecimentos cientificos, trabalhando a interdisciplinaridade das cién-
cias existentes. A funcdo social da escola € preparar os estudantes para o exercicio da cidadania,
promovendo assim a aptidao para intervir e viver em coletividade (BRASIL, 1996). Pensando
nesta formacgao critico-cidada dos estudantes, que cada vez mais buscar-se por metodologias de
aprendizagem que sejam mais significativas e eficientes, visando despertar o interesse do estu-
dante em aprender, construir o seu senso critico etc.

Assim, utilizar-se de propostas metodolédgicas que possibilitem gerar temas de discus-
soes e integracdo de saberes dentro e fora de sala de aula € crucial para que se promova a cons-
cientizag¢do dos estudantes acerca de determinado tema. Neste sentido, utilizar-se de temas ge-
radores e oficinas tematicas que contextualizem os contetidos de Quimica associadas a temas
de cunho econdmico, social, ambiental e tecnologicos transfigura-se em uma eficiente proposta
metodoldgica (MIRANDA, 2015).

Nesse contexto, a presente oficina apresenta como uma proposta de abordagem relacio-
nada ao ensino e aprendizagem de quimica na perspectiva CTSA utilizando-se de uma metodo-
logia que visa a geragdo de debater sobre o desenvolvimentos nano tecnologico e a sua impor-
tantes para a sociedade ¢ ao mesmo tempo trabalhar a interdisciplinaridade entre e as outras
ciéncias, buscando relacionar a quimica com a realidade na qual os estudantes estdo inseridos,
proporcionando uma aprendizagem significativa, critica, conscientizadora e reflexiva.

2. OBJETIVO.
Geral:
Discutir com os estudantes a importancia da relacdo da nanotecnologia com a quimica
e sua importancia para a sociedade atual.
Especifico:
v" Abordar conceitos sobre a nanotecnologia em sala de aula e seus impactados na socie-
dade globalizada.
Associar a nanotecnologia a quimica de maneira interdisciplinar.
Trabalhar experimento utilizando materiais alternativos.
Desenvolver a criatividade e participagdo dos estudantes em sala de aula.

Investigar o processo de obten¢do de nanoparticulas.

NN

Compreender os conceitos basicos dos conteudos de bioquimica e eletroquimica.
3. PUBLICO-ALVO
¢ Estudantes da 1 2% e 3 * Série do Ensino Médio.
4. CONTEUDO PROGRAMATICO.
CONTEUDOS DA OFICINA:
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» Eletroquimica.
» Bioquimica.
» Nanotecnologia/ Nanociéncia.
OUTROS CONTEUDOS SUGERIDOS P/ A OFICINA:

» Substancias e Misturas.
» Cinética Quimica.
» Quimica Orgéanica.

5. COMPETENCIAS E HABILIDADES.

Com base Referencial Curricular do Ensino Médio Amapaense (RCEMA) que estabe-
lece as competéncias e habilidades da educagao no Estados do Amap4, hé varias competéncias
e habilidades que podem ser desenvolvidas dentro da proposta a ser aplicada, entre elas destaca-
se a que melhor se enquadra nos objetivos da oficina ¢: EM13CNT104.

COMPETENCIA:

Analisar fendmenos naturais e processos tecnoldgicos, com base nas interagdes e rela-
¢oes entre matéria e energia, para propor agdes individuais e coletivas que aperfeigoem proces-
sos produtivos, minimizem impactos socioambientais e melhorem as condigdes de vida em am-
bito local, regional e global (BRASIL, 2013).

HABILIDADE:

Avaliar os beneficios e os riscos a saude e ao ambiente, considerando a composi¢ao, a
toxicidade e a reatividade de diferentes materiais e produtos, como também o nivel de exposi¢ao
a eles, posicionando-se criticamente e propondo solucdes individuais e/ou coletivas para seus
usos e descartes responsaveis (BRASIL, 2013).

6. MATERIAL E METODOS.
Primeiro momento: Problematiza¢ao Inicial.

A aplicagdo dessa oficina tem inicio com uma roda de conversa em sala de aula com os
alunos para discutir sobre seus saberes relacionados a nanotecnologia e sua importancia na atu-
alidade. E para nortear esse debate, serdo realizadas algumas perguntas para turma: O que vocé
sabe sobre nanotecnologia? Qual seu significado? Qual sua importancia para a sociedade?

Em seguida, a turma sera dividia em até 7 grupos de 5 pessoas, cada grupo tera que se
reunir em sala de aula para construirem um mapa mental sobre a historia, conceito e caracteris-
ticas e a atualidade relacionada ao desenvolvimento de nanotecnologias/nanomaterial, ao final

0s mapas serdo expostos no mural da escola.
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Segundo momento: Organizacdo dos Conhecimentos.

Na aula seguinte, sera realizada uma atividade experimental roteirizada, denominada de
“sintese de nanoparticulas por material alternativo”, com os alunos no laboratorio da escola (ou
em sala de aula), eles desenvolverao coletivamente a atividade, a turma serd dividida até 7
grupos de 5 pessoas. O material para a pratica experimental serd disponibilizado pelos respon-
saveis da aplicacdo da oficina (Professor), bem como o roteiro € o procedimento a ser seguido
anexado no final desta proposta. Nessa pratica, terdo contato com diversos materiais alternati-
vos oriundos do dia-a-dia. Durante a pratica os alunos serdo orientados a fazer suas observagoes
e as anotacdes. Logo apds, ocorrerd a explicacao de toda todo o processo quimico visualizado.

Terceiro momento: Aplicacido dos conhecimentos.

No terceiro momento, sera disponibilizado aos alunos conceitos basicos relacionados a
Bioquimica (carboidratos) e eletroquimica (oxirredu¢ao) necessario para a compreensao € apro-
fundamentos dos conhecimentos. Essa exposi¢do acontecera mediante a utilizagdo de alguns
recursos didaticos, com apresentacdo em slides contendo a exibicdo de algumas ilustragdes,
imagens, gifs e videos sobre o assunto. Por fim, os estudantes participardo de um jogo virtual
de perguntas e respostas pelo APP Kahoot no smartfone ou computador, a respeito de todos os
conceitos trabalhados.

7. AVALIACAO.

A avaliacdo desta oficina devera ser baseada na observagdo da participagao, satisfacao,
interesse e dedicacdo dos estudantes durante a realiza¢do das aulas e nas atividades de pesquisa
€ jogos.

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
BRASIL, Lei de Diretrizes e Bases. Lei n° 9.394/96, de 20 de dezembro de 1996.
BRASIL. Diretrizes Curriculares Nacionais da Educagao Basica. Brasilia: Ministério da Edu-
cacdo. 2013.
CLEBSCH, Angelisa Benetti; WATANABE, Marcio. Abordagem da nanociéncia € nanotecno-
logia a partir da escala. RENOTE, v. 15, n. 1, 2017.
MIRANDA, Anderon Melhor. A aprendizagem significativa de limites de fungdes por estudan-
tes universitarios. 2015. Tese de Doutorado. Universidade do Minho (Portugal).
PEREIRA, F.D.; HONORIO, K.M. e SANNOMIYA, M. Nanotecnologia: desenvolvimento de
materiais didaticos para uma abordagem no ensino fundamental. Quimica Nova na Escola, v.
32,n.2,p. 73-77,2010.
SANTOS, W.L.P. Contextualizagdo no ensino de ciéncia por meio de temas CTS em uma pers-

pectiva critica. Ciéncia & Ensino, v. 1, 2007.
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Professor (a):

Disciplina: Quimica

Aluno(a): Turma:

ROTEIRO EXPERTMENTAL

“Producao de Nanoparticulas por materiais alternativos”

1. OBJETIVO
Observar a sintese de nanoparticulas por meio de materiais alternativos do dia a dia dos
alunos. Além disso, trabalhar conceitos relacionados a quimica.
2. MATERIAIS E REAGENTES
MATERIAIS
Becker (copos de vidro ou de pléstico);
Funil simples e papel qualitativo (coador de café ou crivo);

Espatulas (Colheres)

D U N NN

Agitador magnético (Se houver)
Reagentes

Solugdo de Nitrato de prata;

Solugdo de Oxido de ferro (ferrugem);

Poupa de fruta (Laranja, Cupuacu, Abacaxi, Uva, Caju, Graviola, Maracuja etc.);

A NN

Agua;
3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

% Inicialmente prepara-se 600 mL de uma solugao 0.25 mol/L de nitrato de prata ou oxido
de ferro (ferrugem). A solucdo deve ser preparada preferencialmente com agua deionizada
e com a dissolucao total da massa de metal. A solucdo devera ser armazenada em frasco
escuro para evitar reagdes fotoquimicas paralelas e assim perder a sua eficiéncia para a re-
alizacao do experimento.

% Ap6s o preparo da solugdo de nitrato de prata ou oxido de ferro deixa a polpa congelada

derreter. Usando 6 becker (copo de vidro ou de plastico) de 250mL adicionar 50 mL de

poupa de fruta comercial em cada um. A polpa descongelada em seguida sera filtrada em
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funil simples e papel qualitativo (coador de café ou crivo) a fim de reter uma parte dos
solidos presentes na polpa.

% Na sequéncia lava-se a polpa retida no filtro para evitar perdas de material e com agua
deionizada completa-se a solugdo obtida da polpa de fruta até 100 ml. Em seguida utilizando
agitador magnético (ou manualmente) realiza-se a adi¢do gradual em forma de gotejamento
de 100 ml da solugdo de nitrato de prata com 100 ml da solugdo da polpa da fruta obtida.

% Mantem-se entdo sob a agitagdo de forma constante até a observagio de alteragdes vi-
suais na coloragao da mistura obtida. Ao obter-se a mudancga de cor visual encerra-se a sin-
tese e anota-se os resultados obtidos.

REFERENCIA BIBLIOGRAFICA
SIMOMUKAY, Elton. Nanotecnologia e Frutas: revelando o nanomundo através da formagao

de nanoparticulas de prata. Cadernos de Ensino, Ciéncias & Tecnologia, v. 2, n. 4, p. 17-28,

2021.
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2* PROPOSTA DE ENSINO: OFICINA TEMATICA
MICRORGANISMO: OS FUNGOS, A SUA IMPORTANCIA E IMPACTOS NO MEIO AMBI-
ENTE E NA VIDA HUMANA.

INTRODUCAO.

Dentre os seres vivos que encontramos no planeta Terra, os fungos formam um dos gru-
pos com a maior biodiversidade, sendo o segundo maior clado entre os eucariotos (SILVA et
al., 2017). Os Fungos sdo organismos eucarioticos, unicelulares ou pluricelulares, em que a
maioria das espécies apresentam parede celular composta por quitina, sao heterétrofos, com
nutri¢do por absor¢do auxiliada pela secre¢ao de enzimas extracelulares, a reprodugdo assexu-
ada ocorre por meio de esporos, flagelados ou sem flagelo, e a sexuada envolvendo a participa-
¢do de gametas masculinos e femininos (MOORE-LANDECKER, 1990). Estima-se que exis-
tam entre 2,2 e 3,8 milhdes de espécies de fungos na natureza, englobando tanto organismos
macroscopicos e multicelulares, como cogumelos, quanto organismos microscopicos € ou uni-
celulares, como leveduras (HAWKSWORTH; LUCKING, 201 7).

A microbiologia ¢ um ramo da biologia dedicado ao estudo dos microrganismos, que
sdo seres vivos muito pequenos, geralmente invisiveis a uma simples vista, como bactérias,
virus, fungos, protozoarios e algas microscéopicas. Esses microrganismos desempenham um pa-
pel fundamental na vida da Terra, ja que estdo presentes em uma ampla variedade de ambientes
e desempenham funcdes essenciais na saude, na enfermidade, na agricultura, na industria € no
meio ambiente.

Estudar as caracteristicas desses microrganismos se faz necessario para todos, entre-
tanto, a realidade ¢ diferente nem todas as pessoas na sociedade ter tais conhecimentos, nesse
sentido, € importante que seja discutir dentro de sala de aula de forma contextualizada para que
os estudantes do Ensino Médio possam compreender seus conceitos, beneficios e maléficos
desses microrganismos para 0 meio ambiente € 0s seres vivos.

Atualmente, com a nova atualizacdo da Base Comum Curricular (BNCC) que dividiu
as disciplinas dentro de 4 grandes areas do conhecimento, entre elas a Ciéncia da Natureza que
inclui as disciplinas de Quimica, Biologia e Fisica possibilitando o trabalho transversal entre as
disciplinas e consequentemente “facilitando” aproximacao entre a relacdo dos conteudos teori-
cos com a pratica.

Neste cenario, o presente trabalho apresenta uma proposta de abordagem para o ensino
e aprendizagem de Ciéncias da Natureza na perspectiva de agregar conhecimentos cientificos
aos saberes dos estudantes sobre a tematica em questdo, utilizando-se de uma metodologia que

tem como intuito discutir sobre os conceitos, importancia e impactos de microrganismo, em
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especial os fungos na sociedade e interrelacionar ao mesmo tempo as outras ciéncias além da
biologia, com por exemplo a quimica e até a propria fisica, proporcionando uma aprendizagem
mais significativa.
9. OBJETIVO.
Geral:
Apresentar e discutir os conceitos, a importancia e os impactos de microrganismos, prin-
cipalmente os fungos, na sociedade.
Especifico:
v' Abordar conceitos sobre a microbiologia em sala de aula e seus impactados na sociedade
globalizada.
v’ Trabalhar a interdisciplinaridade entre as disciplinas que inclui a drea de ciéncias da
natureza (Fisica, Biologia e Quimica).

v' Trabalhar experimento utilizando materiais alternativos.

\

Desenvolver a criatividade e participagdo dos estudantes em sala de aula.
v Compreender os conceitos basicos, a importancia e impactos dos microrganismos para

a sociedade.

10. PUBLICO-ALVO
% Estudantes da 1* 2% ¢ 3 * Série do Ensino Médio.
% Estudantesda 6?, 7% 8*¢e 9* Ano do Ensino Fundamental.
11. CONTEUDO PROGRAMATICO.
CONTEUDOS DA OFICINA:
» Bioquimica.
» Microbiologia.
12. COMPETENCIAS E HABILIDADES.

Com base Referencial Curricular do Ensino Médio Amapaense (RCEMA) que estabe-
lece as competéncias e habilidades da educacao no Estados do Amapa, ha varias competéncias
e habilidades que podem ser desenvolvidas dentro da proposta a ser aplicada, entre elas destaca-
se a que melhor se enquadra nos objetivos da oficina ¢: EM13CNT104.

COMPETENCIA:

Analisar fendmenos naturais e processos tecnoldgicos, com base nas interagdes e rela-
¢Oes entre matéria e energia, para propor acoes individuais e coletivas que aperfeicoem proces-
sos produtivos, minimizem impactos socioambientais € melhorem as condi¢des de vida em am-

bito local, regional e global (BRASIL, 2013).
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HABILIDADE:

Avaliar os beneficios e os riscos a saude e ao ambiente, considerando a composicdo, a
toxicidade e a reatividade de diferentes materiais e produtos, como também o nivel de exposi¢ao
a eles, posicionando-se criticamente e propondo solugdes individuais e/ou coletivas para seus
usos e descartes responsaveis (BRASIL, 2013).

13. MATERIAL E METODOS.
Primeiro momento: Problematizacio Inicial.

A proposta de oficina tem inicio em sala de aula com os alunos sendo indagados sobre
seus conhecimentos prévios relacionados aos microrganismos. E para nortear esse debate, serdo
realizadas algumas perguntas para turma de maneira aleatéria, exemplo das perguntas: Vocé ja
ouviu falar sobre microrganismos? Sabe o que sdo os microrganismos? Onde podemos encon-
trar fungos? O que ¢ um fungo? Onde podemos encontrar fungos no nosso dia a dia? Qual sua
importancia para a vida e a sociedade? Quais os tipos de fungos existentes? Quais seus impactos
na natureza?

Logo depois, a turma deverd ser dividia em até 8 grupos de 5 pessoas, cada grupo devera
se reunir ¢ recebera material de coleta de amostras sintomaticas (matéria-prima) ao redor da
escola que possa conter fungos (plantas, alimentos, solo, flores, arvores, folhas, etc.). Na se-
quéncia os grupos vao identificar seus materiais coletados e guarda em locais apropriados para
a proxima aula.

Segundo momento: Organizacdo dos Conhecimentos.

Neste momento, realiza-se uma atividade experimental de cultivo dos possiveis fungos
encontrados pelos grupos da aula anterior no laboratorio da escola (ou em sala de aula). O
material para a pratica experimental serd disponibilizado pelos responsaveis da aplicacdao da
oficina (Professor), bem como o roteiro e o procedimento a ser seguido anexado no final desta
proposta. Nessa pratica, os alunos terdo contato com diversos materiais alternativos oriundos
do dia-a-dia. Durante a pratica os alunos serdo orientados fazer todas as anotacdes possiveis do
que sera realizado.

Terceiro momento: Aplicacio dos conhecimentos.

No terceiro momento, serdo apresentados aos alunos uma breve introducao sobre a mi-
crobiologia, ou microrganismos, dando destaque para os fungos, suas classes, importancia e
impactos ambientais e humanos positivos e negativos para a sociedade. Essa exposi¢cao aconte-
cerd mediante a utilizagdo de alguns recursos didaticos, com apresentacdo em slides contendo

a exibicao de alguns textos, ilustragdes, imagens, gifs e videos sobre o assunto.
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Logo apds, os estudantes deverdo ser levados para o laboratério (ou em sala de aula)
para observarem a olho nu os microrganismos cultivados na aula experimental anterior € com-
pararem com as imagens de fungos disponiveis na literatura. E por fim, em uma outra aula os
estudantes deverdao em grupos organizar um semindrio para apresentar os resultados daquilo
que observaram, além disso, cada grupo devera fazer uma breve abordagem sobre os outros
tipos de microrganismos existentes na natureza.

14. AVALIACAO.

A avaliacdo desta oficina devera ser baseada na observagao da participagao, satisfacao,
interesse e dedicacdo dos estudantes durante a realizag¢do das aulas e na atividade experimental
€ apresentacao.
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Professor (a):

Disciplina: Quimica

Aluno(a): Turma:

ROTEIRO EXPERTMENTAL

) .

CULTIVO MICROBIOLOGICO DE FUNGOS

1. OBJETIVO
Cultivar fungos provenientes da coleta de matéria-prima da natureza pelos estudantes.

2. MATERIAIS E REAGENTES
MATERIAIS

v' Panela de pressio;
Peneira;
Béquer de 500 ml (recipiente de vidro);
Fonte de calor (Lamparina Comercial);
Colher de plastico;

Placas de petri (plastica comercial);

AN N N N RN

haste flexivel com pontas de algodao;
v’ Plastico filme;

REAGENTES
v Fungos

Batata inglesa;

Repolho roxo;

Agua 500 ml;

Acucar;

Sal;

Gelatina incolor;

S N N N S NN

Alcool comum (alcool 70%);
3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
e PREPARO DO MEIO DE CULTURA ALTERNATIVO
<> Primeiramente, corta-se a batata inglesa e o repolho roxo seja despejando-a em

uma panela de pressdo junto aos 500 ml de agua. Levamos a panela ao fogao para que




o1

houvesse a fervura da agua e consequentemente, 0 amido da batata e as antocianinas se-
jam incorporados a solucdo. O amido serviria como fonte nutricional para os fungos pre-
sentes no meio de cultura, enquanto as antocianinas serviriam como indicadoras do po-
tencial hidrogenionico (pH) das substancias liberadas pelos microrganismos cultivados.
(Observacao: Esse procedimento deve ser preferencialmente realizado pelo professor em
casa e levado pronto para a escola ou realizado pelo professor horas antes da aula na
cozinha da escola).
<> Apos o preparo da solucio inicial, com o auxilio da peneira, despeja-se o liquido
no béquer de 500 ml (recipiente de vidro), sendo essencial a todo 0 momento proximo de
uma fonte de calor acesa (Lamparina Comercial) esteja localizado ao lado da vidraria,
impedindo assim, a contaminacio do liquido.

OBSERVACAO: MUITO CUIDADO COM A FONTE DE CALOR.
<> Para término da primeira etapa da pratica, adiciona-se na solu¢io uma colher de
sopa de agucar, meia colher de cha de sal e o conteudo dos trés pacotes de gelatina incolor,
assim, o meio de cultura obtera agucares simples, sais minerais, proteinas e consisténcia
suficiente para favorecer o desenvolvimento e a reprodug¢io dos organismos eucariontes a
serem inoculados no mesmo.
<> Uma vez terminada a soluciio essencial para o desenvolvimento dos fungos, a des-
peja-se em placas de petri (plastica comercial), preenchendo cerca de 50% do volume das
mesmas, assim evitando o derramamento do meio de cultura por excesso ou juncio entre
a base e a tampa quando do endurecimento do mesmo.
X Apés a adicao da solugdo nas placas de petri, deve-se cobrir a base com a tampa,
inviabilizando assim a contaminacio do substrato por fungos e/ou presentes no ar, para
tal, é essencial que a fonte de calor esteja acesa ao lado da vidraria a todo o momento.
<> O procedimento subsequente consiste na inoculagao dos fungos no meio de cultu-
ral, entretanto, para realiza-lo, € necessario que o substrato endureca, seja naturalmente
a temperatura ambiente (processo mais lento) ou na geladeira do laboratorio (processo

mais rapido e menos viavel).



52

e PROCESSO DE DESINFESTACAO DA MATERIA-PRIMA
<> Primeiramente, realiza-se a coleta da matéria-prima com sintoma (plantas, alimen-
tos, solo, flores, arvores, folhas, etc.) ao entorno da escola.
<> Depois usando uma tesoura corta-se a matéria prima em pequenos pedacos. Pegue
4 recipientes de plastico e adicione 50 mL no primeiro recipiente a solu¢ao de hipoclorito
de sodio a 2%, no outro recipiente adicione 50 mL de alcool 70%, nos outros dois adicione
50 mL de agua em cada um.
X Adicione os pedacos da matéria-prima no recipiente com hipoclorito de sédio e
marque o tempo de 3 minutos no relégio, apés isso, retire com a pinca os pedacos da ma-
téria-prima e transfira para o recipiente contendo alcool 70%. Repita 0 mesmo procedi-
mento para os outros recipientes de plasticos.
% Logo depois, tire a matéria-prima do ultimo recipiente e transfira para um papel
toalha.
<> Na ultima etapa, cada grupo recebera duas placas de petri para inoculagiao da ma-
téria-prima que foi coletada da natureza. Junto a placa, receberdo também uma haste
flexivel com pontas de algodao estéreis levemente embebecida por alcool comum (alcool
70%) para que com a mesma pegar a matéria-prima coletada.
<> Apés a inoculagao, nas placas de petri serao enrolados em plastico filme e reserva-
das a temperatura ambiente para que os fungos possam se reproduzir durante 7 dias,
formando coldnias facilmente visiveis aos educandos.
<> Em outro momento apos 7 dias, utiliza-se microscépio (caso tenha na escola) ou
uma lupa para que os estudantes possam visualizar microscopicamente os fungos.
REFERENCIA BIBLIOGRAFICA
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