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APRESENTAÇÃO

O E-book intitulado: “Trabalhos nas Áreas de Fronteira da Química”, constituído 
por dezesseis trabalhos em forma de capítulos, promovem a apresentação e discussão 
cientifica de forma intra e interdisciplinar, que convergem para uma mesma problemática: 
melhoria na qualidade e expectativa de vida da sociedade. Esta coleção apresenta 
trabalhos que proporcionam: (i) melhorar e aperfeiçoar a relação ensino aprendizagem em 
diferentes níveis de ensino, possibilitando o aprofundamento da compreensão da relação 
homem e meio-ambiente, por meio do desenvolvimento de uma consciência que coloque 
o homem como parte integrante do meio; (ii) desenvolvimento de novos materiais com
potencialidades de melhorar ou inovar suas aplicações nos diferentes seguimentos da
sociedade, despertando a mudança da visão extrativista e fortalecendo a que seja capaz de
reduzir impactos ao meio ambiente; (iii) uso da biotecnologia tanto no setor de saúde quanto
no de alimentos que buscam aprimorar ou desenvolver novas aplicações; (iv) aplicação
e potencialidades do uso de biomassa de resíduos e rejeitos gerados por atividades
agroindustriais, possibilitando a incorporação destes como matéria-prima para aplicações
em diferentes produtos, diminuindo o impacto gerado na extração de matérias-primas do
ambiente que contribui para a preservação de recursos naturais para as gerações vindouras
e (v) estudo de novas substâncias potencialmente capazes de melhorar ou desenvolver
processos clínicos, tanto do ponto de vista de resolução de imagens em exames quanto de
processos terapêuticos, possibilitando maior acessibilidade e disponibilidade a sociedade.

Neste sentido e com o intuito de colaborar para a disseminação destas e de outras 
informações que levem a despertar uma maior consciência da relação do homem e do meio 
ambiente, a Atena Editora lança o volume I do E-book “Trabalhos nas Áreas de Fronteira 
da Química”.

Prof. Dr. Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua
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RESUMO: A biossíntese de nanopartículas 
metálicas é uma alternativa viável, rápida, de 
baixo custo quando comparado aos métodos 
químicos e físicos tradicionais. Neste sentido, o 
objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade 
de biossíntese de nanopartículas de cobre pelo 
fungo endofítico Phaeoacremonium sp. isolado 
de Bertholletia excelsa (Castanha-do-Brasil). 
As nanopartículas de cobre foram obtidas com 
excelentes valores de até 66.84 nm e potencial 
zeta de -34 mV, demostrando a capacidade 
metabólica deste metal pelo o fungo endofítico 
endofítico Phaeoacremonium sp. O uso desses 
fungos para tal finalidade não só valoriza a 
biodiversidade amazônica, mas também utiliza 
processos mais limpos e baratos, fazendo parte 
do conceito de Química Verde.
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COPPER NANOPARTICLES BIOSYNTHESIZED BY THE ENDOPHYTIC 
FUNGUS Phaeoacremonium sp. ISOLATED FROM THE ALMONDS OF 

Bertholletia excelsa DUCKE
ASBTRACT: The biosynthesis of metallic nanoparticles is a viable alternative, fast, low-
cost when compared to traditional chemical and physical methods. In this sense, the 
objective of this work was to evaluate the capacity of biosynthesis of copper nanoparticles 
by the endophytic fungus Phaeoacremonium sp. isolated from Bertholletia excelsa (Brazil 
nut). Copper nanoparticles were obtained with excellent values ​​up to 66.84 nm and zeta 
potential of -34 mV, demonstrating the metabolic capacity of this metal by the endophytic 
endophytic fungus Phaeoacremonium sp. The use of these fungi for this purpose not only 
values ​​Amazonian biodiversity, but also uses cleaner and cheaper processes, being part of 
the Green Chemistry concept.
KEYWORDS: Endophytic fungi; Copper nanoparticles; Metallic nanoparticles; Brazil nuts; 
Biocatalysis.

1 | 	INTRODUÇÃO
A síntese biológica, de nanopartículas metálicas, pode ser realizada por diferentes 

microrganismos como: bactérias, leveduras e fungos filamentosos. Os fungos apresentam 
algumas vantagens neste processo, entre elas facilidade de isolamento e cultivo, capacidade 
de adaptação aos meios contendo metais pesados, bioacumulação de íons, dentre outros 
(Vijayanandan e Balakrishnan 2018). Outro fator interessante é a participação de enzimas 
extra- e intracelulares no processo de biotransformação: polipeptídeos, proteínas, açúcares 
ou cofatores do tipo redutase orgânica, produzidos por processos metabólicos que agem 
sobre o sal metálico reduzindo-o a nanopartículas metálicas, tal processo pode ocorre 
de duas formas: intracelular, quando o fungo engloba o sal metálico para ação de suas 
enzimas e extracelular, ocorre na ação dos metabólitos secundários, indiretamente, sobre 
o sal metálico (Nayak, Nanda e Prabhakar 2018, Nanda, Nayak e Krishnamoorthy 2018, 
Hassan et al., 2018).

Dentre os fungos utilizados para síntese “verde” de metais, os endofíticos se 
destacam-se, principalmente por ser patogênicos ao homem, e podem se ambientar por 
todo ou parte do seu ciclo reprodutivo em associação com plantas, sem causar graves 
danos ou doenças (Yang et al. 2018, Kusari, Pandey & Spiteller 2013).

Assim, os fungos endofíticos são recursos potentes para a síntese de nanopartículas 
metálicas, quando comparados com plantas, bactérias, leveduras e até mesmo com o outros 
métodos químicos e físicos, pois apresentam vantagens como: rapidez no seu processo, 
adaptabilidade, bom rendimento, temperaturas brandas e o não uso de substâncias tóxicas 
(Seetharaman et al. 2018).

Neste sentido, este estudo teve como objetivo a biossíntese de nanopartículas 
metálicas de cobre pelo fungo endofítico Phaeoacremonium sp. Isolado de amêndoa de 
Bertolletia excelsa Ducke (Castanha-do-Brasil).
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2 | 	EXPERIMENTAL

2.1	 Reagentes químicos, solventes e meios de cultura
O sal de Cu(NO3)2 (98,5%) utilizado foi adquirido pela Synth. Todos os sais utilizados 

no preparo do tampão fosfato foram adquiridos da Vetec. O meio de cultura utilizado foi 
o extrato de Malte obtido da HiMedia RM004B. Etanol (99%), D-glucose (≥ 99,5%) e 
ascorbato de sódio (99%), foram adquiridos da Sigma-Adrich.

2.2	 Isolamento de fungos endofíticos Phaeoacremonium sp. a partir das 
sementes de Bertholletia excelsa

O isolamento do fungo endofítico foi realizado pelo método descrito por Yang et 
al., (2018) e armazenado de acordo (Kelly et al., 2017) no Laboratório de Biocatálise e 
Síntese Orgânica Aplicada da Universidade Federal do Amapá (Unifap). As sementes de 
Bertholetia excelsa (castanha-do-Brasil) foram cedidas pela Empresa Brasileira de Pesquisa 
Agropecuária - Amapá, Brasil, em duas áreas: 1 - W 52 ° 18’20,976 ”e S 0 ° 33’44,44” e 2 - 
W 51 ° 57’53,338 ”e S 0 ° 25’21,39” (Ao sul do Estado do Amapá, no município de Laranjal 
do Jarí). Após a coletas, retirou-se as amêndoas e realizou-se o processo de assepsia, 
sequencialmente com hipoclorito de sódio, álcool 70% e água destilada, seguindo os 
métodos descrito por Barnet (1998). Após esta etapa, as amêndoas foram transferidas para 
placas de Petri contendo papel filtro umedecido com água destilada estéril e incubadas em 
B.O.D a uma temperatura de 28° C por 7 dias. As placas foram avaliadas diariamente até o 
desenvolvimento das colônias fúngicas.

2.3	 Identificação do fungo endofítico de Bertolletia excelsa Ducke
O fungo endofítico (Phaeoacremonium sp.) utilizado neste trabalho foi identificado 

por métodos convencionais e moleculares no Centro de Pesquisa Pluridisciplinar Química, 
Biológica e Agrícola (CPQBA, https: //cbmai.cpqba. unicamp.br) na Universidade Estadual 
de Campinas (UNICAMP), SP, Brasil.

Figura. 1. Placa de Petri contendo o fungo Phaeoacremonium sp. em meio malte 2%.
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2.4	 Crescimento micelial do fungo Phaeoacremonium sp. em um meio sólido
O Phaeoacremonium sp. foi cultivado em placas de Petri contendo o extrato de 

malte (20,0 g L −1), ágar (20,0 g L −1) e água destilada estéril. O pH do meio foi ajustado 
para 5, com uma solução de KOH (0,1 mol L −1) ou HCl (0,1 mol L −1). A solução contendo o 
meio sólido foi esterilizada em autoclave (AV-50, Phoenix, Brasil) por 15 min a 121° C para 
posteriormente realizar a inoculação do fungo endofítico.

2.5	 Biossíntese de nanopartículas de cobre de Phaeoacremonium sp.
Fragmentos (4 discos de 5 mm de diâmetro) da meio sólido contendo esporos 

do fungo Phaeoacremonium sp. em foram transferidos para um meio líquido (100 mL), 
contendo extrato de malte a 2% em pH 5. Os micélios foram incubados a 28° C e 150 rpm 
por 5 dias em agitador shaker (LUCADEMA 222; Brasil), em seguida foram filtrados em funil 
de Buchner com papel filtro estéril e ressuspenso em quartos diferentes meios contendo 
co-substratos: etanol, ascobato de sódio e glicose. A biossíntese das nanopartículas foi 
realizadas com a seguinte descrição: Experimento A (NpCu): 1,5 g (massa úmida) de micélio 
de Phaeoacremonium sp. e 10 mL (0.001 mmol) de solução de Cu(NO3)2; Experimento B 
(NpCu + AscNa): 1,5 g (massa úmida) de micélio de Phaeoacremonium sp.,10 mL (0.001 
mmol) de Cu(NO3)2, 10 mg de ascorbato de sódio; Experimento C (NpCu + Glic): 1,5 g 
(massa úmida) de micélio de Phaeoacremonium sp. e 10 ml de Cu(NO3)2 (0.001 mmol), 
10 mg de glicose; Experimento D (NpCu + EtOH): 1,5 g (massa úmida) de micélio de 
Phaeoacremonium sp., 10 mL de nitrato de cobre (0.001 mmol), 10 ml de Etanol. Todos os 
experimentos foram incubados por 5 dias a 28 ºC e 150 rpm. Após esse período (5 dias), 
filtrou-se e analisou-se o tamanho das partículas no equipamento Zetasizer 5000 (Malvern 
Instruments, Malvern, UK).

2.6	 Análise do tamanho de partícula
A análise do tamanho de partícula e a polidispersidade foram determinadas com 

espectroscopia de correlação de fotões utilizando um Zetasizer 5000 (Malvern Instruments, 
Malvern, UK). Cada amostra foi diluída utilizando água de injeção ultrapura (2:1) e filtrada 
em filtro de seringa (0,22 μm), todas as amostras foram analisadas em triplicatas. O 
tamanho das partículas foi expresso em diâmetro médio e os dados foram tratados com o 
software Zetasizer 6.20®.

2.7	 Determinação do crescimento radial e caracterização morfológica
Fragmentos de 3 cm de diâmetros de Phaeoacremonium sp. foram inoculados em 

placa de Petri (Malte 2%) e nitrato de cobre (água destilada na concentração 0.001 Mmol 
em pH 5.0) e incubados a 28 ºC por 7 dias. Como controle, realizou-se o crescimento 
do fungo sem a presença da solução do metal. O crescimento foi avaliado através de 
medição do halo radial, por diâmetro da colônia, em milímetros, a cada vinte e quatro 
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horas de incubação. Todos os resultados foram expressos em média aritmética de triplicata 
(Alzahrani, 2016).

Para avaliação morfológica dos efeitos do nitrato de cobre sobre os aspectos 
microscópicos do Phaeoacremonium sp., placas de culturas controle e expostas ao metal 
foram analisas em microscopia eletrônica de varredura (MEV). 

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1	 Biossíntese de nanopartículas de cobre por fungo Phaeoacremonium sp.
Em contraste com os métodos químicos convencionais para a obtenção de NpCu, 

que usam frequentemente brometo de cetiltrimetil amônio ou borohidreto de sódio 
em temperaturas altas que podem chegar a 75 °C (Gawande et al., 2016), os métodos 
biocataliticos, utilizam condições mais suáveis e mais brandas. Baseado nisso, utilizou-se 
células inteiras do fungo endofítico Phaeoacremonium sp. na tentativa de obter NpCu. Os 
resultados obtidos foram satisfatórios, uma vez que o fungo foi capaz de produzir NpCu de 
tamanho até 66.84 nm por 7 dias em fermentação (Figura 2 A). 

Quando a solução de glicose foi adicionada ao meio celular microbiano contendo 
a solução de CuNO3 foi obtida partículas de 96.26 nm. O objetivo da gliclose como co-
substrato foi de estimular enzimas do tipo glicose oxidase da classe das oxidasse (Yoshida 
et al. 2015) presentes nas células do fungo endofítico Phaeoacremonium sp. No entanto, 
o valor da nanopartícula determinado por DLS para esta condição apresentou valor maior 
que ao determinado pelas células microbianas somente em meio tamponado. Tal resultado 
indicou que o meio rico em glicose não foi favorável para a síntese de NpCu pelo fungo 
endofítico Phaeoacremonium sp.

As NpCu a partir do meio microbiano de Phaeoacremonium sp. contendo solução de 
ascobato de sódio apresentaram 153.6 nm, e o potencial zeta determinado foi de -36.6mV 
(Figura 2 B), o alto potencial zeta negativo, neste caso, pode indicar a presença do ácido 
ascórbico aderida na superfície da NpCu, que devido ao efeito de desprotonação do grupo 
carboxila derivado do ácido (Jiang et al., 2018).

Já o meio microbiano contendo o etanol como co-substrato apresentou 
nanopartículas de tamanhos médios de 93 nm e -34 mV de potencial zeta (Figura 2). O 
etanol na reação de biotransformação pode atuar como co-fator pelas células dos fungos 
filamentoso Phaeoacremonium sp. (Schrewe et al., 2013) e paralelamente pode ser usado 
para purificar e fracionar seletivamente o tamanho modificado hidrofobicamente das 
nanopartículas (De Waele et al. 2018). O alto valor de potencial negativo observado para 
a NpCuEtOH, pode estar relacionado ao fato do etanol ou do íon etóxi, forma mais reativa 
como espécie redutora, no entanto favorável a pH alcalino (Li et al., 2017), pode ser oxidado 
para o acetaldeído, que consequentemente pode ter seu grupo carboxila desprotonado e 
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agregado a NpCu.
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Figura 2: Distribuição do tamanho das nanopartículas biossintetizadas (A); Potencial zeta em 
diferentes meios (B) partir dos micélios do fungo Phaeoacremonium sp.

O melhor resultado para o tamanho de partícula obtidos a partir dos micélios do 
fungo Phaeoacremonium sp. foi em tampão fosfato (pH 5). A distribuição média de tamanho 
determinada pelas análises de DLS foi de 66.84 nm (Figura 3), um excelente resultado 
quando comparado ao tamanho médio das partículas de NpCu produzidas nas demais 
condições deste estudo (Figura 2 A). Já o potencial zeta das NpCu (Experimento B) foi 
determinado em -35 mV (Figura 2 B), valor relacionado a baixa aglomeração. Geralmente 
nanopartículas metálicas que apresentam potenciais zeta maiores que + 20 mV e menores 
que -20 mV são consideradas de alta estabilidade, pois a alta carga dificulta a aglomeração 
entre as partículas (Vijayanandan and Balakrishnan 2018).

As proteínas extracelulares presentes no filtrado fúngico juntamente com o fosfato 
são responsáveis pela redução de íons de cobre, Cu+ em Cu0 (Siddiqi et al., 2018). Estas 
proteínas têm forte capacidade de se ligar as CuNPs, atuando como agentes de proteção 
proporcionaram estabilidade (Reverberi et al., 2016).

No entanto, em todos os meios avaliados, o fungo filamentoso Phaeoacremonium 
sp. isolado das amêndoas de Bertholetia excelsa, foi capaz de produzir NpCu em tamanhos 
˂200 nm.
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Figura 3: Análise de zeta siser (A) potencial zeta; (B) tamanho de nanopartículas de nitrato de 
cobre em meio tamponado (pH 5).

A imagem de microscopia eletrônica de transmissão (MET) mostram que, as 
nanopartículas de cobre obtidas pelo processo de biossíntese pelo fungo filamentoso 
Phaeoacremonium sp. isolado das amêndoas de Bertholetia excelsa, apresenta formas 
alongadas do tipo cilíndricas aglomeradas (Figura 4). 

Figura 4: Análise de microscopia eletrônica de transmissão (MET) das nanopartículas de 
cobre produzidas pelo fungo Phaeoacremonium sp. isolado das amêndoas de Bertholetia 

excelsa.

3.2	 Efeitos do nitrato de cobre sobre o crescimento e morfologia de 
Phaeoacremonium sp.

Ao analisar o crescimento radial das colônias (Tabela 1), notou-se uma inibição 
perceptível sobre o crescimento do fungo até o quarto dia de experimento, para o meio 
contento a solução metálica. A partir do quinto dia foi possível observar que o crescimento 
médio das colônias foi maior em comparação ao grupo controle. Provavelmente esse 



 
Trabalhos nas Áreas de Fronteira da Química Capítulo 8 106

crescimento deve-se a resistência do fungo na presença do cobre, sugerindo o fenômeno 
da bioacumulação de íons metálicos nas células (ANAND et al., 2006).

Crescimento radial fúngico (mm)

Meio de crescimento Dias

      1               2            3            4            5           6            7

Malte 2% 0.1 0.52 0.80 0.81 0.81 0.85 0.75

Malte 2% + Cobre* 0.1 0.18 0.47 0.64 0.85 1.12 1.35

*10 mL (0.001 mmol) de solução de Cu(NO3)2

Tabela 1: médias do crescimento radial em milímetros em função do tempo, em um período de 
7 dias de cultivo.

Os fungos apresentam mecanismos para o transporte dentro de suas células, 
utilizando uma série de ativos, como ácidos orgânicos simples, álcoois, macromoléculas, 
polissacarídeos e ácido fúlvico, mucopolissacarídeos e proteínas para sua própria proteção 
diminuindo os efeitos tóxicos do metal, através de enzimas específicas (TURPEINEN, 
2003). Como exemplo, SILVA et al., 2007, utilizou células de fungos ectomicorrízicos 
tolerantes a cobre, quando em contatos por meio já contendo o metal, apresentaram melhor 
desenvolvimento. Conforme houve aumento da dose do cobre, maior foi seu crescimento 
vegetativo. 

Outro estudo de grande relevância foi realizado por GAAD (2000), neste trabalho 
foi relatado que os fungos apresentaram grande capacidade de adaptação à presença de 
metais pesados, sendo este mecanismo explicado por mutações genéticas e adaptações 
fisiológicas dos fungos em contato com o metal, pois a capacidade de um organismo 
sobreviver em condições adversas depende da rapidez de suas respostas fisiológicas as 
condições ambientais.

3.3	 Caracterização morfológica do Phaeoacremonium sp. por MEV
A Figura 5 comprada os aspectos morfológicos do fungo Phaeoacremonium sp., por 

análise de microscopia eletrônica de varredura, na ausência e presença do nitrato de cobre 
no meio de cultivo malte (2%). Foi possível observar alterações morfológicas nas estruturas 
dos conídios, onde encontram os conidiosporos, afetando de forma discreta os conidios e 
sua estrutura, além de intensa ramificação.
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Figura 5: Aspectos morfológicos do fungo Phaeoacremonium sp. A: Conidíos com ausência de 
nitrato de cobre; B: Conidíos na presença do metal.

Alananbeh et al., (2017) descreveu explicação para o modo de ação do CuNPs, por 
depleção do metal, um dos modos de ação de CuNPs que forma buracos irregulares na 
membrana externa e altera a permeabilidade da membrana, que é causada pela liberação 
progressiva de moléculas de lipopolissacarídeos e proteínas de membrana (Amro et al., 
2000). Embora sua inferência envolva algum tipo de mecanismo de ligação que envolva 
interação entre nanopartículas de Cu e componente(s) da membrana externa, ainda não 
está claro, sendo necessario estudos mais aprofundados (Dakal et al., 2016).

Turpeinen (2002) pesquisou os fungos filamentosos e constatou maior resistência 
deles a metais pesados, o que proporciona seu crescimento e desenvolvimento em meios 
que contêm altas concentrações desses poluentes e detectou que determinadas proteínas 
protegem o organismo dos efeitos tóxicos do metal, ligando-o a enzimas específicas, 
podendo ocorrer o transporte do metal através de gradiente quimiosmótico pela membrana 
citoplasmática, diminuindo seu potencial tóxico (Fromm & Hargrove, 2011).

Neste estudo, o Phaeoacremonium sp. mostrou-se capaz de adapta-se ao meio 
contendo cobre, mesmo sofrendo alterações morfológicas, seu ciclo reprodutivo não é 
totalmente afetado (Villamizar-Gallardo et al., 2016).  Segundo Gadd and Raven (2010), 
relataram que metabolicamente, ocorre redução celular para que os gastos energéticos 
sejam controlados, o que ativa processos direcionados a sobrevivência do fungo em um 
ambiente com condições diferenciadas, quanto a exposição a metais pesados. O cobre, 
por exemplo, pode causar alterações estruturais nas hifas, deformações da parede celular, 
danos na membrana e alterações significativas na forma e germinação de esporos em 
fungos, dependendo da concentração (Lamsal et al., 2011).

4 | 	CONCLUSÃO
A biossíntese de nanopartículas de cobre mediadas por Phaeoacremonium 
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sp. isolado da Amazônia brasileira, produziram NpCu na faixa de tamanho ˂200 d.nm, 
com destaque para o meio tamponado (pH 5) que produziu partículas de 66.84 d.nm, 
apresentando baixa agregação e boa dispersibilidade, oferecendo uma rota mais ecológica 
para produção de nanopartículas de cobre e de custo relativamente baixo, já que usa 
microrganismos da biodiversidade amazônica em meio aquoso.

A análise morfologica do Phaeoacremonium sp. sobre o crescimento em meio sólido 
na presenção do cobre, demonstrou alterações morfológicas perceptíveis nas cepas, 
destacando também a capacidade de adaptação do fungo, revelando a possibilidade de 
aplicação do Phaeoacremonium sp. como indicativo de poluição ambiental.
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