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RESUMO

Nanoparticulas de prata (AgNPs) tém ganhado destaque em virtude da aplicagdo em
farmacos, tecidos e produtos de higiene. As AgNPs sdo sintetizadas por métodos fisicos e
quimicos, sendo processos de alto custo e com potencial poluidor. Em contrapartida, surge a
sintese verde ou biossintese como alternativa, empregando sistemas biolégicos como
intermediadores da sintese. Este estudo teve como objetivo avaliar as melhores condicGes de
sintese verde de AgNPs intermediada por Aspergillus flavo-furcatis DPUA 1540, para o
desenvolvimento de um gel polimérico com propriedades antimicrobianas. Um experimento
fatorial 23 foi realizado para avaliar condi¢bes de pH, temperatura e concentracdo de nitrato
de prata (AgNOs3) na sintese de AgNPs intermediada por A. flavo-furcatis. A atividade
antimicrobiana das AgNPs foi avaliada pelos métodos de difusdo em &gar por pocgo e
microdiluicdo em caldo, para determinar a concentragdo minima inibitéria (CMI) frente a
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans. A caracterizacdo das AgNPs
com menores valores de CMI foi realizada por espectroscopia UV-Vis, espalhamento
dindmico de luz (DLS), anélise de rastreamento de nanoparticulas (NTA), microscopia de
forca atdbmica (AFM), espectroscopia por energia dispersiva (EDS), espectroscopia na regido
do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), difracdo de raios-X (DRX) e
espectrometria de massa por plasma acoplado indutivamente (ICP-MS). Um gel foi preparado
com as AgNPs sintetizadas e Carbopol® 940, sendo avaliado o aspecto visual e o pH. A
incorporagdo das AgNPs ao gel foi confirmada em AFM, e sua atividade antimicrobiana foi
avaliada pelo método de difusdo em agar por poco contra S. aureus, E. coli e C. albicans. O
pH e a concentracdo de AgNOs tiveram efeitos significativos na sintese de AgNPs nas
condigdes experimentais. As AgNPs sintetizadas em pH 9,0 e concentracdo de AgNOs de 1,5
mM demonstraram maior eficacia contra S. aureus (3,17 pug/mL), E. coli (6,35 pg/mL) e C.
albicans (0,79 pug/mL). As AgNPs apresentaram-se esféricas (diametro médio de 58 nm), com
potencial Zeta de -32,5 mV, apresentando exclusivamente prata na sua estrutura cristalina e a
presenca de residuos de proteinas como possiveis estabilizadores. O gel com AgNPs inibiu o
crescimento in vitro de S. aureus (15,7 = 0,6 mm), E. coli (13,7 £ 0,3 mm) e C. albicans (12,3
+ 0,4 mm). Os dados mostraram que a sintese de AgNPs por A. flavo-furcatis é influenciada
pelo pH e concentracdo de AgNOs, sendo estaveis em solucBes coloidais e demonstrando
potencial no desenvolvimento de nanocompdsitos para o controle de microrganismos

patogénicos e oportunistas.

Palavras-chave: Aspergillus, atividade antimicrobiana, micossintese, nanocompasito.



ABSTRACT

Silver nanoparticles (AgNPs) have gained proeminence due to application in pharmaceuticals,
textiles and hygiene products. The AgNPs are synthesized by chemical and physical methods,
however these processes have high costs and generate pollutants. On another hand, the green
synthesis or biosynthesis emerges as an alternative route, using biological systems to
intermediate the synthesis of AgNPs. The aim of this study was to investigate the effect of
pH, temperature and silver nitrate (AgNO3) concentration on the silver nanoparticles (SNP)
synthesis by Aspergillus flavo-furcatis to develop a polymeric gel with antimicrobial
properties. A full-factorial experiment 23 was performed to assess the effect of
physicochemical conditions on AgNP synthesis. The antimicrobial activity of synthesized
AgNPs were performed using well-agar diffusion and broth microdillution methods, to
determine the minimal inhibitory concentration (MIC) against Staphylococcus aureus,
Escherichia coli and Candida albicans. The characterization of AgNPs that showed lower
MIC values were performed by UV-Vis spectroscopy, dynamic light scattering (DLS),
nanoparticle tracking analysis (NTA), atomic force microscopy (AFM), energy-dispersive X-
ray spectroscopy (EDS), Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR), X-ray diffraction
(XRD) and inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS). A polymeric gel was
developed using the synthesized AgNPs and Carbopol 940 as gelificant, with evaluation of
visual aspect and pH. The incorporation of AgNPs into the gel matrix was confirmed by
AFM. The nanocomposite was tested against S. aureus, E. coli and C. albicans using agar
well diffusion method. The pH and AgNOs concentration had significant effects on the
AgNPs synthesis in the experimental conditions. The AgNPs synthetized at pH 9,0 and 1,5
mM AgNOs were more effective against S. aureus (3,17 pg/mL), E. coli (6,35 pug/mL) e C.
albicans (0,79 pg/mL). The AgNPs showed a spherical form (average size of 58 nm), Zeta
potential of -32,5 mV and showing exclusively silver in microcrystalline structure with the
presence of protein residues as possible capping agents. The nanocomposite inhibited the
growth of S. aureus (15,7 = 0,6 mm), E. coli (13,7 + 0,3 mm) e C. albicans (12,3 = 0,4 mm).
These data support that AgNP synthesis by A. flavo-furcatis is influenced by pH and AgNOs
concentration, and the synthesized AgNPs are stable in colloidal solutions, demonstrating a
potential in the development of nanocomposites for the control of opportunistic and

pathogenic microorganisms.

Keywords: Aspergillus, antimicrobial activity, mycosynthesis, nanocomposite.
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1. INTRODUCAO

O mercado global de nanomateriais encontra-se em expansdo, com projecoes
de movimentagdo em torno de 125 bilhdes de dolares ate 2024 (Research and Markets,
2018). Dentre os nanomateriais, as nanoparticulas metalicas (NMs) se destacam em
virtude de suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas unicas, sendo empregadas na
indUstria farmacéutica, eletronica, téxtil, de energia, de cosméticos, de embalagens e
desenvolvimento de kits diagndstico (Marcone, 2015; Hoseinzadeh et al., 2017).

A sintese de nanoparticulas metalicas é classicamente obtida por métodos
fisicos e quimicos, com altos custos operacionais e geracdo de poluentes; como
alternativa aos métodos classicos, surge a sintese verde ou nanobiotecnologia, que
emprega sistemas bioldgicos para intermediar a sintese das NMs, com baixo impacto
ambiental e de uso sustentavel (Syafiuddin et al., 2017; Abdelghany et al., 2018).

Uma das principais vias de investigacdo da nanobiotecnologia tem sido o uso
de enzimas de fungos filamentosos como catalisadores da sintese de NMs,
especialmente do género Aspergillus. Espécies de Aspergillus sdo de grande
importancia para processos biotecnoldgicos por possuirem alta produtividade de
biocompostos, facil manipulacdo genética e rapida adaptacdo as condicdes laboratoriais
(Koblitz, 2010; Zhao et al., 2017).

Dentre as nanoparticulas metélicas, se destacam as nanoparticulas de prata
(AgNPs), devido & comprovada atividade anti-inflamatéria e atividade antimicrobiana
(Kasithevar et al., 2017; Abdelghany et al., 2018). Em virtude dessas propriedades, as
nanoparticulas de prata sdo amplamente comercializadas, tendo registros de 378
produtos contendo AgNPs disponiveis no mercado, principalmente na area de higiene e
salde (Hansen et al., 2016; The Nanodatabase, 2018).

A atividade antimicrobiana das AgNPs é dependente do tamanho e forma da
nanoparticula (Helmlingher et al., 2016). Ademais, condi¢des no momento da sintese,
como pH e temperatura, podem vir a influenciar nas caracteristicas morfologicas das
AgNPs, alterando suas propriedades antimicrobianas (Kumari et al., 2017).

Diante desse contexto, é necessaria a realizacdo de estudos detalhados acerca
das condicOes da sintese verde de nanoparticulas de prata para um melhor controle do
tamanho e forma desses nanomateriais, em virtude da influéncia desses fatores na
propriedade antimicrobiana das AgNPs. Além disso, ha uma escassez de informagéo no

desenvolvimento de produtos de higiene e saide contendo AgNPs de origem biogénica.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Aspergillus e aplicacdes biotecnoldgicas

O género Aspergillus é amplamente investigado pela comunidade cientifica,
em vista de sua grande prevaléncia na natureza, facil cultivo em condicdes laboratoriais
e alta produtividade de compostos de importancia industrial (Abdel-Azeem et al., 2016;
Park et al., 2017). Contudo, algumas espécies sdo responsaveis por sérias patologias em
seres humanos e animais (Moreno-Gonzalez et al., 2016; Tamborini et al., 2016), assim
como na deterioracdo e contaminacdo de alimentos por micotoxinas (Arapcheska et al.,
2015).

Este género é constituido por 339 espécies descritas, estando divididas em 22
grupos/secBes (Samson et al., 2014; Kocsubé et al., 2016). A identificacdo taxondmica
deste género comumente emprega a avaliacdo de caracteristicas morfoldgicas; no
entanto, a taxonomia polifasica tem ganhado notoriedade, pois emprega dados
moleculares e perfis de metabdlitos secundarios somados aos dados morfolégicos
(Samson et al., 2014; Frisvad e Larsen, 2015). A taxonomia classica constitui na
observacdo de caracteristicas macro e microscépicas, como cor, crescimento e textura
da colbnia, temperatura de crescimento e a estrutura do conidiéforo, sendo esta a

caracteristica tipica do género (Figura 1) (Samson et al., 2014).

Célula-pé

Figura 1. Conidiéforo de Aspergillus. (A) Desenho esquematico mostrando as estruturas que
compde um conidiéforo (Fonte: Klich e Pitt, 1977). (B) Imagem de Aspergillus ochraceus obtida
por microscopia optica, escala de 7 um. (Fonte: Samson et al., 2014).
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O conidioforo de Aspergillus (Figura 1) apresenta na sua base celulas
bifurcadas (forma de “T” ou “L”) denominadas de células-pé. Dessa estrutura surgem
estipes alongados e ndo septados, cuja extremidade se abaula e origina a vesicula e as
fidlides, onde ocorre a producdo de conidios. Toda essa estrutura reprodutiva
assemelha-se ao aspersor de agua benta utilizado em celebracGes cristas-catolicas, o
aspergillum, denominacédo que batiza o género (Bennett, 2010; Samson et al., 2014).

Devido a sua capacidade de colonizar diversos substratos, representantes de
Aspergillus sdo conhecidos por secretarem uma alta variedade de metabdlitos, com 1984
compostos ja registrados (Frisvad e Larsen, 2015). Somados a pouca exigéncia
nutricional e facil manuseio em condi¢des laboratoriais, este género tem destaque em
processos biotecnoldgicos, sendo empregados na inddstria alimenticia (Paiva et al.,
2015), farmacéutica (Hasan et al., 2019), na producéo de etanol (Fischer et al., 2015), na
sintese de &cidos organicos (Yang et al., 2017), e mais recentemente na industria

nanotecnoldgica (Hassan et al., 2015; Kalyani et al., 2018; Chengzheng et al., 2018).

2.2. Nanociéncia e Nanotecnologia (N&N)

Por conceito, a nanociéncia é a ciéncia que estuda os materiais cuja quaisquer
de suas dimensdes se encontrem na escala nanométrica, ou seja, entre 1 a 100 nm
(Figura 2). Os conhecimentos da nanociéncia podem ser empregados na producéo,
manipulacdo, caracterizacdo e desenvolvimento de novos produtos contendo
nanomateriais, dando origem a nanotecnologia. Ressalta-se que a nanociéncia e
nanotecnologia constituem uma area multidisciplinar, integrando conhecimentos de

areas como a Biologia, Engenharia, Fisica e Quimica (Sousa et al., 2018).

Molécula

ds daia Glicose  Anticorpo Virus Bactéria Célula animal Um ponto Bola de ténis
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o A N & & O S & & o
o o o o o &
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N o o D

¥ N o &

&N

Figura 2. Comparacdo de tamanhos usando nandmetros (nm) como unidade de comprimento, com
destaque para o campo de estudo da nanociéncia e nanotecnologia (em vermelho). (Fonte:
https://www.cancer.gov/sites/nano/cancer-nanotechnology).
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Os termos “nanociéncia” e “nanotecnologia” tém suas origens na década de 60,
com a palestra “There’s plenty of room at the bottom™ (“Ha mais espago 14 embaixo”),
ministrada pelo fisico americano Richard Feynman, que abordou a ideia de manipular
atomos para o desenvolvimento de novos materiais (Disner e Cestari, 2016). Apesar dos
termos ‘“nanociéncia” e “nanotecnologia” serem recentes, registros arqueologicos
apontam que civilizagbes antigas ja se utilizavam de conhecimentos nanotecnoldgicos
na confeccdo de ceramicas e artefatos (Schaming e Remita, 2015).

O tamanho nanométrico dessas particulas acarreta em uma alta razdo entre
superficie e volume, resultando em propriedades bioldgicas, fisicas e quimicas distintas
se comparado aos materiais convencionais (Disner e Cestari, 2016). Em vista disso,
esses nanomateriais despertaram o interesse de diversos setores industriais para o
desenvolvimento de novos produtos usando a nanotecnologia (Tabela 1). Dado esse
contexto, ha projecdes de que o mercado global da nanotecnologia tenha lucros de até
125 bilhdes de dolares até 2024 (Research and Markets, 2018).

Tabela 1. AplicacOes da nanociéncia e nanotecnologia nos setores da industria.

Setor AplicacGes
Desenvolvimento de embalagens inteligentes para alimentos: deteccdo da
Alimentos presenca de patdégenos em alimentos; filmes para alimentos pereciveis com

propriedades antimicrobianas.

Captura e conversao de CO, atmosférico; remocédo de poluentes organicos e
Ambiente inorganicos de solos e 4aguas contaminados; desenvolvimento de
catalisadores para conversores de escapamento de automoveis.
Incorporacéo de nanomateriais ao cimento para aumentar sua resisténcia e
durabilidade; construcdo de smart buildings com revestimentos
autolimpantes; desenvolvimento de sistemas de isolamento térmico e
acustico de alta eficiéncia,
Desenvolvimento de novas formulas para protetores solares; maquiagens
contendo cores estruturais; produtos para tratamento estético da pele.
Circuitos de grande capacidade de processamento e armazenamento em
Eletrdnicos escalas menores (nanochips); producdo de semicondutores; melhoramento

de transmissdo de dados por feixes de luz.

Sistemas fotovoltaicos de alto desempenho; producdo de energia a partir de
Energia pequenos movimentos (locomogdo de humanos e animais); baterias
autossuficientes; pas para geradores eolicos.
Equipamentos de esportes mais leves e resistentes; desenvolvimento de
roupas esportivas com propriedades antitranspirantes e antimicrobianas.
Novas terapias anticancer; novas formas de administracdo de farmacos
Medicina (drug-delivery); pomadas para tratamento de queimaduras; elaboracdo de

kits diagndstico de alta sensibilidade.

Desenvolvimento de tecidos a prova de manchas e hidrofébicos; tecidos
Tecidos com propriedades antimicrobianas; confeccdo de tecidos e uniformes de alta

visibilidade (trajes de seguranca).

Fonte: ABDI, 2010; Assis, 2013; Papadaki et al., 2018.

Construco civil

Cosmeéticos

Esportes
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No cenario global da nanociéncia e nanotecnologia, o Brasil possui baixa
representatividade, estando em 172 posicdo no depdsito de patentes nessa &rea
(Sant’Anna et al., 2013). Entretanto, as publicacGes nesta area apresentaram constante
crescimento desde 2000, gracas aos incentivos de programas do governo: Plano Brasil
Maior (PBM), Politica de Desenvolvimento Produtivo (PDP), criacdo de redes e
institutos de pesquisas do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldégico (CNPqg) e a Politica Industrial, Tecnoldgica e de Comércio Exterior
(PITCE) (Alencar et al., 2017).

2.3. Nanoparticulas de prata e suas propriedades

Dentre 0s nanomateriais, as nanoparticulas metélicas (NMs) se sobressaem por
serem versateis, sendo empregadas no desenvolvimento de nanochips, farmacos,
cosmeéticos, kits diagnostico e biossensores (Thakkar et al. 2010; Schrofel et al., 2014).
Contudo, das NMs, as nanoparticulas de prata (AgNPs) se destacam gracas as suas
propriedades antimicrobiana e anti-inflamatoria.

A prata e seus compostos sao utilizados para fins medicinais por séculos, desde
0 uso de moedas de prata para desinfeccdo de agua pelos guerreiros romanos (Barillo e
Marx, 2014), assim como 0 extinto uso de nitrato de prata para previnir conjuntivite
gonocécica em recém-nascidos (Passo et al., 2011). Porém, em altas concentragdes, a
prata € tdxica ao organismo, acumulando-se e prejudicando o funcionamento de 6rgaos
vitais, como cérebro, coracdo e figado (Hadrup e Lam, 2014).

Em contrapartida, as nanoparticulas de prata apresentam toxicidade reduzida,
podendo ser empregadas em menores quantidades para alcancar os mesmos efeitos
terapéuticos que 0s compostos de prata convencionais, em virtude da alta razdo
superficie/volume das AgNPs (Prahbu e Poulose, 2012; Yamada et al., 2014).

Somados aos extensos relatos da atividade antimicrobiana de AgNPs, outros
estudos também demonstraram que esses nanomateriais apresentam também atividade
anti-inflamatéria sobre queimaduras (Valcheva-Traykova et al., 2018), atividade
antimalarica (Murugan et al., 2015), atividade leishmanicida (Fanti et al., 2018),
atividade antitumoral (Patra et al., 2015), e atividade antirretroviral (Kumar et al.,
2017). Em vista dessas propriedades, as nanoparticulas de prata tém sido empregadas no
desenvolvimento de produtos, especialmente voltados para a area médica e de higiene
(Tabela 2).
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Tabela 2. Produtos comercializados com nanoparticulas de prata na sua composicao.

Nome Empresa Descricao

Bandagem impregnada com nanoparticulas de prata

que previne infeccBes bacterianas e promove uma

Acticoat™ Smith and Nephew L . ) .
cicatrizacdo mais rapida em dlceras, ferimentos e
gueimaduras.

) Escova de dentes impregnada com nanoparticulas
Nano-b Silver o ) .
Nano-b de prata, inibindo o crescimento de bactérias que
Toothbrush® .
provocam mau halito.
PurifiCup® Portable Sistema de purificacdo de agua portatil contendo
Natural Water PurifiCup® membrana impregnada de nanoparticulas de prata,
Purifier eliminando patdgenos presentes na dgua.
Hidrogel contendo nanoparticulas de prata para uso
) ) ] topico, promovendo a hidratagéo gradual e controle

SilvaSorb® Medline Industries ) ) ) ]
de  microrganismos  nocivos em JUlceras,
gueimaduras e ferimentos.

Teclado lavavel com revestimento de nanoparticulas

Silver Seal™ . de prata, impedindo o0 crescimento de

Seal Shield . . . .

Keyboard microrganismos  patogénicos em itens de
computacdo presentes de ambientes hospitalares.
Cateter ventricular de poliuretano impregnado com

) ) ) nanoparticulas de prata, utilizando no tratamento de

SilverLine® Spiegelberg ) ) ) ) ) 3
hidrocefalia, reduzindo riscos de infeccBes e
inflamacdes.

Chupeta impregnada com nanoparticulas de prata,
) N evitando o crescimento de microrganismos e o
SilverNano Pacifier BabyDream

aparecimento de maus odores. Evita esterilizacGes

por fervura sucessivas do material.

Fonte: Chaloupka et al., 2010; DTU Environment, 2016.
2.4. Atividade antimicrobiana de nanoparticulas de prata

O surgimento de cepas de microrganismos multirresistentes aos antibidticos
(superbugs) comumente empregados despertou o interesse da comunidade cientifica na
busca de novos compostos com atividade antimicrobiana, como as AgNPs. Dados da
literatura mostram que esses nanomateriais sao eficientes no controle de superbugs,
além de que microrganismos possuem baixa possibilidade de adquirirem resisténcia a

compostos de prata (Pelgrift e Friedman, 2013; Kohsari et al., 2019).
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Apesar da atividade antimicrobiana das AgNPs ser extensamente comprovada,
0s mecanismos de acdo desses materiais sobre bactérias e fungos ndo estdo totalmente
elucidados. Diversos estudos sugerem que a atividade antibacteriana de AgNPs se deve
pela geracdo de espécies reativas de oxigénio (reactive oxygen species — ROS), que
acarretam modificacbes na estrutura de proteinas e 4&cidos nucleicos, e na
permeabilidade da parede celular, culminando na lise da célula bacteriana (Figura 3)
(Radzig et al., 2013; Agnihotri et al., 2014; Flores-Lopez et al., 2018).

Quanto ao mecanismo de acdo de AgNPs frente a fungos, os registros na
literatura sdo mais escassos. No entanto, Rai et al. (2014) demonstraram que 0
mecanismo de acdo descrito anteriormente continua valido para leveduras e fungos
filamentosos. No estudo realizado por Ogar et al. (2015), também foi demonstrado que
AgNPs agem negativamente sobre a germinacdo de conidios de fungos filamentosos,
assim como modificacBes na producdo de pigmentos e estruturas de resisténcias, como

clamiddsporos.

Formagao de radicais
> livres (ROS)

Nanoparticulas de prata

Rompimento
da membrana

Danos ao DNA

Desnaturac¢ao e inativagio de
proteinas estruturais e enzimas

Figura 3. Mecanismos de acgdo envolvidos na atividade antimicrobiana de nanoparticulas de prata.
(Fonte: Abbasi et al., 2014).

Outros estudos também demonstraram o papel das AgNPs na geragdo de
espécies reativas de oxigénio, ocasionando uma situacdo de stress oxidativo no interior
do microrganismo (Quinteros et al., 2016; Das et al., 2017). Esta hipdtese sobre o
mecanismo de acdo de AgNPs é fortalecido pelo estudo de Xu et al. (2012) onde foi
verificada que a atividade antimicrobiana € fortemente influeciada pela presenca de
oxigénio, elemento vital na formacéo de ROS.
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Apesar do principal mecanismo de acdo das AgNPs ser a geracdo de radicais
livres, nanoparticulas de prata com tamanho reduzido (menor que 10 nm) sdo capazes
de interagir diretamente com grupos tidis (—-SH) de certas proteinas, assim como grupos
fosfato encontrados na molécula de DNA e RNA (Duréan et al., 2016). As principais
consequéncias dessas interacbes sdo desemparelhamento de bases do DNA e
consequente inibicdo da replicacdo (Manna et al., 2015), desnaturagdo de enzimas e
proteinas estruturais (Yuan et al., 2013), e inibi¢do de sinais de traducdo (Vyshnava et
al., 2016).

Ainda que o uso de AgNPs para fins antimicrobianos seja promissor, dados da
literatura mostram que a atividade antimicrobiana desses nanomaterais é influenciada
por suas caracteristicas morfolégicas, como tamanho e forma (Helmlinger et al., 2016),
assim como condicdes fisico-quimicas no momento da sintese, como pH, temperatura, e
exposicdo a luz (Zhou et al., 2016). Portanto, ressalta-se a importancia de avaliar esses

fatores nos estudos que envolvam a sintese de AgNPs para fins antimicrobianos.

2.5. Sintese de nanoparticulas de prata

Para a obtencdo de nanoparticulas metalicas, inclusive as AgNPs, sdo
empregadas duas abordagens: os métodos top-down e bottom-up (Figura 4). O método
top-down consiste na quebra sucessiva do metal no seu tamanho convencional até
atingir tamanho nanométrico, enquanto o método bottom-up consiste na construcédo de
nanomateriais pelo agrupamento de dtomos e particulas subatbmicas (Mukherji et al.,
2018; Handoko et al., 2019; Lee e Jun, 2019). A sintese de AgNPs comumente emprega
técnicas fisicas e quimicas, contudo pesquisas sobre a sintese bioldgica ou biossintese

tem ganhado notoriedade (Beyene et al., 2017).

TOP-DOWN BOTTOM-UP

Nanoparticulas
metalicas

BB CLLl . Y Lo J)
% I Y TN =N . = aw« Jw»j
Metal “Poeira” Agregacoes Atomos
elementar

Figura 4. Abordagens utilizadas na sintese de nanoparticulas metalicas, inclusive de AgNPs.
(Fonte: https://nanotechnologyjd.weebly.com)
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Das técnicas fisicas empregadas na sintese de AgNPs, destacam-se as que
utilizam processos de evaporagdo/condensacdo e ablagdo por laser. Os processos de
evaporagdo/condensacgédo sdo baseados na formacdo de vapores de prata e consequente
resfriamento, contudo esta técnica necessita de grandes gastos energéticos para manter o
sistema de aquecimento estavel e acima de 1.000 °C (Harra et al., 2015). Ja o método de
ablacdo por laser consiste em “cortar” a prata no seu tamanho convencional com feixes
de laser nanometricamente calculados (Zhang et al., 2017). Ambas técnicas necessitam
de equipamentos de alto custo e manutencéo, tornando a sintese por vias quimicas e por
vias bioldgicas mais viaveis do ponto de vista econdmico.

Se comparadas as técnicas fisicas, a sintese de AgNPs por vias quimicas possuli
uma maior variedade de técnicas e menores custos envolvidos, sendo as principais
técnicas: reducdo quimica, microemulsdo, fotorreducdo, sintese eletroquimica e
irradiacdo por micro-ondas (lravani et al., 2014).

Dentre as técnicas mencionadas, a de emprego mais largo € a redugdo quimica
(Figura 5), que consiste em utilizar agentes quimicos (boroidrato de sodio, citrato de
sddio e &cido ascorbico) para reduzir fons de prata (Ag*) a prata reduzida (AgP®), com
consequente aglomeracdo e formacdo de AgNPs (Zain et al., 2014; Praveena et al.,
2016). Contudo, as AgNPs sintetizadas por esse método apresentam alta instabilidade e
alta probabilidade de agregacdo, sendo necessario o uso de agentes surfactantes
(aminas, acidos, alcoois e tidis) para garantir estabilidade e previnir a sedimentacdo das
AgNPs (Toh et al., 2015).

Metal precursor .:.
(ions em solugio) . ®
‘ Redugdo por agentes quimicos
M Boroidrato de potassio
J Citrato de sodio
Nanoparticulas metalicas ‘ + Acido ascorbico
(ions reduzidos) JQJJ

‘ Agregacdo de nanoparticulas

v
Clusters (agrupamento ﬂ A #
de nanoparticulas) ﬁ

\ . -
| Adigdo de agentes estabilizadores

Alcoois

X 3 * Aminas
Nanoparticulas X *  Tidis
estabilizadas

Figura 5. Sintese quimica de AgNPs pelo uso de agentes redutores. (Fonte: Polte, 2015)

20



Como alternativa ao método classico de sintese quimica de AgNPs, outras
técnicas foram desenvolvidas, ainda utilizando agentes redutores, contudo numa menor
escala de tempo e com maior controle das caracteristicas das AgNPs, como irradiacdo
por micro-ondas e ultravioleta (Adhikari et al., 2018), emprego de lasers (Verma et al.,
2017) e aplicacdo de campos elétricos (Surudzi¢ et al., 2017).

No entanto, os métodos fisicos e quimicos necessitam de equipamentos de altos
custos operacionais, emprego de reagentes quimicos de alta toxicidade e geracdo de
subprodutos com potencial poluidor (Bilal et al., 2017). Diante desses pontos negativos,
0 uso de organismos e seus biocompostos surgem como alternativa para a sintese de
nanoparticulas de prata, processo conhecido como biossintese, nanobiotecnologia ou
sintese verde (Ebrahiminezhad et al., 2018).

A sintese bioldgica de nanoparticulas de prata emprega biomoléculas de
origem diversa (Tabela 3), especialmente as oriundas de bactérias, leveduras, fungos
filamentosos, cogumelos e plantas (Keat et al.,, 2015). Neste tipo de sintese, a
abordagem utilizada é do tipo bottom-up, onde ocorre a reducdo dos ions de prata
(provenientes de uma solucdo aquosa de nitrato de prata) a AgNPs pela acdo de enzimas
e fitoquimicos (Abdelghany et al., 2018; Siddiqi et al., 2018). Além de atuarem na
reducdo da prata, esses biocompostos também agem na estabilizacdo de AgNPs,
diminuindo a possibilidade de agregacdo e mantendo a atividade bioldgica desses

nanomateriais (Zewde et al., 2016).

Tabela 3. Organismos relatados para sintese biolégica de nanoparticulas de prata.

Tipo de organismo Espécie Publicacéo

Bacillus brevis Saravanan et al. (2018)

Bactéria Nostoc sp. Sonker et al. (2017)
Streptomyces exfoliatus Iniyan et al. (2017)
Candida lusitaniae Eugenio et al. (2016)
Cryptococcus laurentii Fernandez et al. (2016)
Levedura

Pichia fermentans Chauhan et al. (2015)

Saccharomyces cerevisiae

Korbekandi et al. (2016)

Fungo filamentoso

Aspergillus flavus
Cladosporium sphaerospermum
Fusarium solani

Penicillium nalgiovense

Phoma sorghina

Manimozhi e Anitha (2014)
Abdel-Hafez et al. (2016)
Vijayan et al. (2016)
Maliszewska et al. (2014)
Sonar et al. (2017)
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Ganoderma aplanatum Mohanta et al. (2016)

Lactarius piperatus Vamanu (2018)
Cogumelo

Lentinus edodes Lateef e Adeeyo (2015)

Pleurotus ostreatus Al-Bahrani et al. (2017)

Aloe vera Tippayawat et al. (2016)

Cassia auriculata Nawaz et al. (2019)
Planta Morinda citrifolia Suman et al. (2013)

Tagetes erecta Padalia et al. (2014)

Vitis vinifera Gnhanajobitha et al. (2013)

2.6. Miconanotecnologia

A sintese bioldgica de AgNPs tem sido extensivamente estudada por ser um
processo ecologicamente viavel e ter baixos custos envolvidos. Dentre 0s organismos
empregados na biossintese, os fungos filamentosos se destacam pela alta secrecdo de
proteinas responsaveis pela sintese e estabilizacdo de AgNPs, além do seu facil
manuseio e a resisténcia da célula fangica as condi¢cdes adversas em biorreatores, ao
contrario de plantas e outros microrganismos (Zhao et al., 2017).

Essas caracteristicas tornam os fungos filamentosos 6timos candidatos para a
sintese biologica de AgNPs, sendo numerosos os dados da literatura desses
microrganismos como intermediadores desse processo (Tabela 4) e originando uma
nova area resultante da interacdo em Micologia e Nanotecnologia: a
Miconanotecnologia (Lateef e Adeeyo, 2015; Rai et al., 2009).

Tabela 4. Registros de fungos filamentosos envolvidos na sintese de AgNPs.

Espécie Tamanho Publicagéo

Aspergillus clavatus 25—-145nm Zomorodian et al. (2016)
Aspergillus flavus 5-19nm Hassan et al. (2015)
Aspergillus fumigatus 1-20nm Kalyani et al. (2018)
Aspergillus niger 20 — 25 nm Chengzheng et al. (2018)
Aspergillus tamarii 1-15nm Devi et al. (2015)
Aspergillus terreus 8 —20 nm Balakumaran et al. (2016)
Aspergillus wentii 15—-45nm Biswas e Bafunbiandi (2016)
Chaetomium globosum 11-14nm Madbouly et al. (2017)
Cunninghamella echinulata 20 —50 nm Anbazhagan et al. (2017)
Fusarium oxysporum 19 -50 nm Vijayan et al. (2016)
Fusarium semitectum 12 -20 nm Husseiny et al. (2015)
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Guignardia mangiferae 5-30nm Balakumaran et al. (2015)

Penicillium decumbens 30 -60 nm Majeed et al. (2016)
Penicillium polonicum 10-15nm Neethu et al. (2018)
Rhizopus stolonifer 10 - 60 nm Abdel-Rahim et al. (2017)
Trichoderma harzianum 20-30nm Guilger et al. (2017)
Trichoderma viride 1-50nm Elgorban et al. (2016)

Os mecanismos envolvidos na sintese de AgNPs por intermédio de fungos
filamentosos ndo é totalmente compreendido. Investigacdes sugerem que a enzima
nitrato redutase assume papel principal na reducdo de ions de prata e na consequente
formacdo de AgNPs (Gholami-Shabani et al., 2014; Hulikere e Joshi, 2019). Além da
nitrato redutase, outras estudos também ressaltam a importancia de proteinas
extracelulares secretadas por fungos na estabilizacdo de nanoparticulas de prata
(Korbekandi et al., 2013; Zhao et al., 2017), conforme demonstrado na Figura 6.

Ag’ ions de prata
Ag®

Ag® Nanoparticulas de prata

g

Chttbbbtite ' ekttt Nanobarticulas de prata
ng? P prate
estabilizadas por proteinas

Figura 6. Mecanismo de sintese extracelular de nanoparticulas de prata por fungos filamentosos.
(Fonte: Kashyap et al., 2013)
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo avaliar as melhores condicdes de

sintese verde de nanoparticulas de prata intermediada por Aspergillus flavo-furcatis

DPUA 1540, para o desenvolvimento de um gel polimérico com propriedades

antimicrobianas.

3.2. Objetivos Especificos

1.

Determinar a viabilidade de Aspergillus flavo-furcatis DPUA 1540, preservado em
6leo mineral, cedido pela Colecédo de Culturas DPUA,;

Determinar as melhores condi¢bes de pH do extrato micelial, concentracdo do
nitrato de prata e temperatura para sintese biogénica de nanoparticulas de prata;
Avaliar a atividade antimicrobiana das nanoparticulas de prata sintetizadas contra
microrganismos patogénicos e oportunistas;

Determinar a concentracdo minima inibitéria (CMI) das nanoparticulas de prata;
Realizar a caracterizacdo fisico-quimica das nanoparticulas de prata que
apresentarem menor concentracdo minima inibitoria;

Desenvolver uma formulacédo de gel incorporando a suspensédo de nanoparticulas de
prata sintetizada e avaliar suas caracteristicas fisico-quimicas;

Avaliar a atividade antimicrobiana do gel desenvolvido contendo nanoparticulas de

prata contra microrganismos patogénicos e oportunistas.

24



4. MATERIAL E METODOS
4.1. Microrganismo

A espécie selecionada foi Aspergillus flavo-furcatis DPUA 1540 cedidos pela
Colecdo de Culturas do Departamento de Parasitologia da Universidade Federal do
Amazonas (DPUA). De acordo com Silva (2017), a linhagem selecionada mostrou

potencial para intermediar a sintese de nanoparticulas de prata.

4.2. Reativacdo do microrganismo

Fragmentos da coldnia preservada em dleo mineral foram transferidos para
tubos contendo caldo glicosado 2% (p/v) e incubados a 25 °C por um periodo de 7 a 15
dias para reativacdo da linhagem em estudo. Apos o crescimento em caldo, fragmentos
da cultura foram transferidos para tubos contendo agar Czapek-Dox + extrato de
levedura 0,5% (p/v) e incubados por um periodo de sete dias a 25 °C, prosseguindo aos

testes para confirmar a viabilidade da linhagem.

4.3. Determinacéo da viabilidade de Aspergillus flavo-furcatis

Para determinar a viabilidade da espécie, Aspergillus flavo-furcatis DPUA
1540 foi cultivado em agar CZ (Czapek-Dox), agar MEA (extrato de malte) e agar CYA
(Czapek-Dox + extrato de levedura), para observacdo das caracteristicas macro e
micromorfolégicas tipicas da espécie (Raper e Fennell, 1965; Klich e Pitt, 1988). Os
cultivos foram incubados a 25 °C por sete dias.

4.4. Preparo do in6culo

Para obtencdo do inéculo foram adicionados 10 mL de &gua destilada
esterilizada ao cultivo em meio CYA (vertido em tubo de ensaio) de A. flavo-furcatis,
resultando, apds leve raspagem para desagregar esporos, numa suspensio celular 107, A
suspensdo foi homogeneizada em agitador vortex e 100 pL desta suspensdo foram
inoculados em &gar CYA e distribuidos por toda a superficie com auxilio de um swab
esterilizado. As culturas foram incubadas a 28 °C por sete dias.

4.5. Producéo de biomassa em cultivo submerso

Para producdo de biomassa, A. flavo-furcatis foi cultivado em caldo MGYP

[extrato de malte 0,3 % (p/v), glicose 1 % (p/v), extrato de levedura 0,3 % [p/v] e
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peptona 0,5 % (p/v)]. O pH do meio foi aferido para 7,0 usando acido cloridrico (HCI) 1
M e hidroxido de sodio (NaOH) 0,1 M (Manimozhi e Anitha, 2014). Os meios de
cultivo foram autoclavados a 121 °C por 15 minutos. Como indculo, foram utilizados
cinco discos miceliais dos cultivos (@ = 8 mm) obtidos no item 4.4 e adicionados a 250
mL de meio (razdo 1:5). Apoés a adicdo do inoculo, os frascos foram incubados a 28 °C,
a 180 rpm por 96 horas (Silva et al., 2017).

4.6. Recuperacao da biomassa e extracdo das biomoléculas

A biomassa foi recuperada com auxilio de um crivo de aluminio e uma
espatula. Para a remocdo de quaisquer resquicios do meio de cultivo, a biomassa foi
lavada com &gua deionizada ultrapura esterilizada (dgua Milli-Q®). Da biomassa
umida, 25 g foram utilizadas para extracdo aquosa das biomoléculas com agua Milli-Q
(proporcéo de 1:10, p/v). O processo foi conduzido a 25 °C, a 180 rpm, por 72 h.

Ap0s esse periodo, o extrato aquoso foi recuperado por filtragcbes a vacuo em
papel de filtro Whatman n° 01, membrana nitrocelulésica de 0,45 e 0,22 pm,
respectivamente. O extrato aquoso recuperado foi armazenado em frascos de vidro
esterilizados, protegidos da luz e mantidos a 4 °C para posterior uso na sintese de

nanoparticulas de prata.

4.7. Delineamento experimental para otimizacao da sintese de AgNPs

Um delineamento experimental do tipo fatorial 23 com trés pontos centrais foi
elaborado para avaliar as melhores condi¢bes (pH, temperatura e concentracdo de
nitrato de prata) de sintese de nanoparticulas de prata (Tabela 5). O delinamento
experimental foi realizado utilizando o software estatistico Minitab® verséo 17.0.

Tabela 5. Delineamento experimental do tipo fatorial 23 completo, com trés pontos centrais, para

verificacdo da influéncia do pH, temperatura e concentracdo de nitrato de prata na sintese de AgNPs
por A. flavo-furcatis DPUA 1540.

Nivel pH Temperatura (°C) Concentracédo de AgNOs (mM)
-1 5,0 25 0,5
0 7,0 30 1,0
+1 9,0 35 15

4.8. Biossintese de nanoparticulas de prata

Para a sintese de AgNPs, foi adicionada uma solucdo de nitrato de prata

(AgNO3) 1 M a 50 mL do extrato micelial obtido no item 4.7 até atingir as
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concentragdes citadas na Tabela 6 (Duran et al., 2007). O pH foi aferido com solugdes
de NaOH e HCI 1 M (Manimozhi e Anitha, 2014). Os ensaios foram incubados na
auséncia total de luz, a 180 rpm, por 96 horas. As condi¢Oes de temperatura foram

ajustadas conforme Tabela 5.

4.9. Determinacéo da atividade antimicrobiana em meio sélido

As AgNPs obtidas foram avaliadas frente a trés microrganismos testes:
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli CBAM 001 e Candida albicans
DPUA 1706. Para as analises, as bactérias foram cultivadas em agar Mueller-Hinton
(MHA) e C. albicans em &gar Sabouraud (SAB) a 37 °C, por 24 h. Desses cultivos
foram retirados indculos com uma alca de platina calibrada (@ = 4 mm) e transferidos
para 5 mL de agua destilada esterilizada em tubos de ensaios. As suspensdes celulares
foram homogeneizadas em agitador de tubos e padronizadas em espectrofotdmetro UV-
Vis nas faixas de 0,08-0,1 a 540 nm para bactérias, e 0,12-0,15 a 625 nm para leveduras,
correspondendo as concentragfes de 102 UFC/mL e 10° UFC/mL, respectivamente. Das
suspensdes celulares, 100 puL foram transferidos para a superficie de MHA e SAB e
semeadas com auxilio de uma alca de Drigaslki. Em cada poco (& = 8 mm) foram
adicionados 100 pL do controle positivo (solugdes de Estreptomicina 50 pg/mL para
bactérias e de Itraconazol 50 pg/mL) e a solucdo coloidal de AgNPs (teste). As placas
foram incubadas a 37 °C por 24 h. A atividade antimicrobiana foi expressa em

milimetros, medindo-se o diametro do halo de inibicdo (Prado et al., 2017).

4.10. Determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI)

As nanoparticulas de prata que expressaram atividade antimicrobiana
significativa em meio sélido (item 4.9) foram selecionadas para o0s testes de
concentracdo minima inibitoria pelo método da microdiluicdo em caldo, conforme os
documentos M07-A09 e M27-A02 para bactérias e leveduras, respectivamente (CLSI,
2002; CLSI, 2012).

A avaliacdo foi realizada em microplacas de 96 pocos (Figura 7), onde foram
adicionados 200 pL de meio de cultivo (caldo Mueller-Hinton para bactérias ou RPMI-
1640 para leveduras). As solucGes coloidais de AgNPs foram testadas nas diluicdes de
1:2 a 1:1024 (v/v). Em cada pogo foram adicionados os microrganismos testes citados
no item 4.9, cuja concentracdo final de microrganismos foi de 5 x 10° UFC/mL para

bactérias e 2 x 10®° UFC/mL para C. albicans; os microrganismos nio foram
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adicionados na linha A (controle de esterilizacdo do meio) nem na coluna 1 (controle de
esterilizacdo da solucéo coloidal de AgNPs).
1 2 3 4 5
e
<=

0000

7 8 9 10 11 12

D Controle esterilizacdo do meio de cultura

I:l Controle esterilizacdo da suspensdo de AgNPs

D Diluigdo seriada da suspensdo de AgNPs + micro-organismo

D Controle positivo

D Controle de crescimento do micro-organismo

e seeesee
0009000000000

Figura 7. Desenho esquematico da técnica de microdiluigdo em caldo utilizando microplacas de 96

pocos para determinacdo da CMI. (Fonte: proprio autor)

Na coluna 12, foram realizados os testes com o controle positivo, sendo
utilizadas solucdes de Estreptomicina (200 pug/mL) para bactérias e de Itraconazol (200
pg/mL) para leveduras. O controle negativo para verificar o crescimento do
microrganismo foi realizado na linha H. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h e
36 h para bactérias e leveduras, respectivamente. Apds esse periodo, em cada pocgo
foram adicionados 10 pL de resazurina (100 pg/mL) e incubados a 37 °C por 2 h. Em
seguida, foi observada a coloracdo da reacdo: cor rosa indicando o crescimento e a cor

azul, a inibicdo do crescimento do microrganismo teste (Prado et al., 2017).

4.11. Caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas de prata
4.11.1. Aspecto visual

As solucdes coloidais de NPs apresentam intensa coloracdo devido as
propriedades Opticas magnificadas pelo tamanho e geometria de AgNPs. A cor
observada nas solucdes coloidais desses nanomateriais se deve a oscilagdo dos elétrons
da superficie na mesma frequéncia da luz incidente, dando origem ao fenébmeno
conhecido como ressonancia do plasmon de superficie (RPS) (Melo Jr. et al., 2012;
Siddigi e Husen, 2016).

A reacdo de sintese de AgNPs foi acompanhada diariamente para
monitoramento de mudancas na coloracdo da mistura reacional, especialmente para
faixas de amarelo, vermelho e marrom (Zaynitdinova et al., 2017). Contudo, a mudanca

de coloracdo é somente um indicativo preliminar da sintese de AgNPs, sendo
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necessarias outras técnicas de caracterizacdo para confirmacdo efetiva, como a

espectroscopia de ultravioleta-luz visivel (UV-Vis) e difragdo por raios-X (DRX).

4.11.2. Espectroscopia de ultravioleta-luz visivel (UV-Vis)

Os dados do espectro de absorcao das solucdes coloidais confirmam a sintese
de AgNPs, apresentando comumente a formagdo de picos de absorvancia nas faixas de
comprimento entre 400 a 530 nm (Abbasi et al.,, 2016). Contudo, caracteristicas
morfoldgicas, como tamanho e forma das AgNPs podem deslocar a formacéo desses
picos para faixas de até 740 nm (Mlalila et al., 2017).

Neste estudo, as medidas dos espectros de absorvancia das AgNPs sintetizadas
foram realizadas em espectofotometro de duplo feixe Cary 60 (Agilent Technologies
Inc., Santa Clara, EUA), com resolucdo de 0,1 nm, na faixa de comprimento de 200 a
800 nm. As amostras foram diluidas em agua deionizada (1:5, v/v) para realizacdo das

leituras.

4.11.3. Espectrometria de massa por plasma acoplado indutivamente (ICP-MS)

A analise por ICP-MS permite a quantificacdo de prata total (Ag) presentes nas
solucdes de AgNPs sintetizadas no delineamento experimental, sendo realizada em
espectrofotometro ICP-MS 7900 (Agilent Technologies Inc., Hachioji, Japéo), situado
no Centro de Ciéncias Naturais e Humanas, da Universidade Federal do ABC -
UFABC, campus Santo Andreé. Para a analise, 1 mL das amostras de solu¢des coloidais
de AgNPs foram digeridas a 90 °C por quatro horas, em &cido nitrico 98 % (v/v) (Rolim

et al., 2018). As analises foram realizadas em triplicata.

4.11.4. Espalhamento dinamico de luz (DLS): mensuracéo do potencial Zeta, indice

de polidispersividade e tamanho hidrodinamico das AgNPs

A mensuracdo do potencial Zeta proporciona informag6es sobre o potencial
elétrico da superficie de nanoparticulas, sendo importante em estudos de estabilidade de
solugdes coloidais desses nanomateriais. Uma solucdo coloidal de AgNPs apresenta-se
estavel quando seu potencial Zeta apresenta valores maiores que +30 mV ou menores
que -30 mV, reduzindo a possibilidade de agregacdo e sedimentacdo de AgNPs
(Clogston e Patri, 2010; Albernaz, 2014). Além do potencial Zeta, o indice de
polidispersividade (PDI) e o tamanho hidrodindmico das NPs em solugfes coloidais
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constituem importantes fatores de analise da homogeneidade desses sistemas. Solucdes
com PDI abaixo de 0,3 sdo preferiveis por apresentaram NPs de tamanho homogéneo
(Danaei et al., 2018).

Essas medidas foram realizadas no Centro de Ciéncias Naturais e Humanas, da
Universidade Federal do ABC - UFABC, campus Santo André, utilizando o
equipamento ZetaSizer Nano ZS (Malvern Istruments Ltda., Worchestershire, Reino
Unido), a 25 °C com angulo de espalhamento fixado em 173 °. As amostras foram
diluidas em agua deionizada (1:5, v/v) para analise. Todas as analises foram realizadas

em sextuplicatas.

4.11.5. Anédlise de rastreamento de nanoparticulas (NTA)

Como complemento as analises por espalhamento dindmico de luz (DLS), as
solucdes coloidais de AgNPs sintetizadas foram submetidas a analise por NTA para
obten¢do de dados acerca do tamanho hidrodindmico e concentragdo de particulas/mL.
Esta técnica é constituida pela deteccdo de dispersdo de um feixe de laser sobre uma
solucdo de AgNPs, sendo captada por um microscopio 6ptico e gerando um filme de
curta duracdo (entre 30 a 60 segundos). Este tipo de caracterizacdo apresenta vantagens
se comparados ao DLS por permitir a anélise de solugdes coloidais contendo particulas
grandes ou agregadas (Hole et al., 2013).

As andlises em NTA foram realizadas no Centro de Ciéncias Naturais e
Humanas, da Universidade Federal do ABC — UFABC, campus Santo André, utilizando
0 equipamento NanoSight LM10 (NanoSight, Amesbury, Reino Unido), com feixe de
laser de 45 mW a 405 nm. Um video de 90 segundos foi gerado e o movimento
Browniano de cada nanoparticula foi analisado frame por frame usando o software NTA
(NanoSight Ltda., Amesbury, Reino Unido). As solucdes coloidais de AgNPs foram
diluidas com agua deionizada (1:5, v/v) para as analises, que foram realizadas em
triplicata.

4.11.6. Microscopia de forca atdmica (AFM)

A anélise em microscopia de forca atbmica permite a obtengdo de dados sobre
a morfologia das AgNPs, como o tamanho e forma, sendo mais precisas que as analises
realizadas por DLS e NTA (Bhattacharjee, 2016). Esta analise foi realizada na Central
Experimental Multiusuério, da Universidade Federal do ABC — UFABC, campus Santo
André, utilizando o equipamento AFM/SPM 5500 Dynamics (Agilent Technologies,
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Santa Clara, EUA, 320 kHz, 42 N/m). 10 pL da solucédo coloidal de AgNPs foram
adicionadas a um cantilever comercial de silica e seca por evaporagdo a 25 °C para
realizacdo das analises. As imagens obtidas foram tratadas usando o software WSxM v.
5.0 (Horcas e Fernandez, 2007).

4.11.7. Espectroscopia de raios-X por dispersao de energia (EDS)

A caracterizacdo por EDS permite a obtencdo de dados relativos a presenca de
elementos quimicos na amostra. Esta analise foi realizada na Central Experimental
Multiusuario, da Universidade Federal do ABC — UFABC, campus Santo André,
utilizando um microscopio eletronico de varredura compacto JSM-6010LA (JEOL,
Akishima, Japdo), com 12 kV de tensdo de aceleracdo de elétron, acoplado a um
espectrofotdmetro de raios-X por dispersao de energia. Para a analise, 10 pL da solucéo

coloidal de AgNPs foram adicionadas a um suporte de carbono e secas a 25 °C.

4.11.8. Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

A andlise em espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) permite a obtencdo de dados referentes aos grupos quimicos responsaveis pela
sintese e estabilizacdo das nanoparticulas, visto que, cada grupo quimico possui um
espectro com picos definidos quando irradiados com raios infravermelhos (Berté, 2013).

Este método de -caracterizacdo foi realizado na Central Experimental
Multiusuario, da Universidade Federal do ABC — UFABC, campus Santo André,
utilizando o espectrofotdometro Cary 630 (Agilent Technologies, Santa Clara, EUA), na
faixa de comprimento entre 700 a 4000 cm™, com resolucdo de 7 cm™. Para a andlise, as
AgNPs liofilizadas foram homogeneizadas com brometo de potassio (KBr) e

compactadas com prensa hidraulica até obtencdo de uma pastilha.

4.11.9. Difragéo de raios-X (DRX)

A caracterizacdo por DRX proporciona informacgdes acerca da estrutura
microcristalina de nanoparticulas, além de permitir a confirmacéo efetiva da formacao
de AgNPs (Srikar et al., 2016). Esta andlise foi realizada no Centro de Ciéncias Naturais
e Humanas, da Universidade Federal do ABC — UFABC, campus Santo André,
utilizando o difratdbmetro STADI-P (Stoe & Cie GmbH, Darmstadt, Alemanha) com
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anddo de molibdénio (MoKqi1, A = 0,7093 A). A andlise foi realizada a 25 °C, sob
corrente 40 mA e tensdo de 50 kV. Os fétons de raios-X foram capturados por um
detector Mythen 1K (Dectris Ltd., Baden-Daettwil, Suica). Os dados das amostras
liofilizadas foram obtidas por varredura 20 de 5 a 60 °, e velocidade de varredura de
0,471 ° . min?,

4.12. Desenvolvimento de um gel polimérico com propriedades antimicrobianas
4.12.1. Incorporacdo das AgNPs biogénicas a matriz do gel

As nanoparticulas de prata que apresentaram a menor concentracdo minima
inibitdria (item 4.10) foram empregadas no desenvolvimento de um nanocomposito,
composto por uma matriz em gel de acido poliacrilico (Carbopol® 940), cuja
formulacéo se encontra na Tabela 6 (Capucho, 2007).

Tabela 6. Formulagdo do gel polimérico contendo AgNPs biogénicas.

Componentes Formulagéo
Agua deionizada ultrapura (MilliQ®) g.s. p. 100%
Acido poliacrilico (Carbopol® 940) 0,6 (%)
Trietanolamina g.s.pH=50a5,5
Solucéo coloidal de AgNPs biogénicas 12,5 (%)

Para o preparo do gel, o acido poliacrilico foi adicionado aos poucos a uma
solucdo coloidal de AgNPs diluida em agua deionizada (1:8, v/v) até total dispersdo, a
25 °C, sob agitacdo constante de 2.900 rpm. Em seguida, o pH do gel foi ajustado com
trietanolamina para a faixa de 5,0 a 5,5, neutralizando os grupos carboxila do agente
gelatinizante e promovendo a polimerizacdo do gel. Como controle, foi preparada uma
formulacdo em gel somente com &gua deionizada, sem adi¢do de AgNPs. Os géis foram
acondicionados em frascos de politereftalato de etileno (PET) esterilizados e mantidos a
4 °C para estabilizacdo do sistema. Apds 48 h, foram avaliados o aspecto visual e o pH
dos géis produzidos.

Para confirmar a incorporagdo das AgNPs produzidas por A. flavo-furcatis
DPUA 1540 a matriz do gel, o nanocompdsito foi submetido & caracterizagdo por
microscopia de forga atomica. Esta analise foi realizada na Central Experimental
Multiusuario, da Universidade Federal do ABC — UFABC, campus Santo André,
utilizando o microscopio AFM/SPM 5500 Dynamics (Agilent Technologies, Santa
Clara, EUA), com frequéncia de ressonancia da ponta de 320 kHz e for¢a constante de

42 N/m. Para a andlise, foram adicionados 10 pL dos géis com e sem adicdo de AgNPs
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a um cantilever comercial de silica e secos por evaporacdo a 25 °C. O tratamento das
imagens obtidas foi realizado com auxilio do software WSxM v. 5.0 (Horcas e
Fernéndez, 2007).

4.12.2. Atividade antimicrobiana do gel contendo AgNPs biogénicas

A atividade antimicrobiana dos geéis desenvolvidos foi realizada pelo método
de difusdo em &gar por poco contra Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia
coli CBAM 001 e Candida albicans DPUA 1706, seguindo os mesmos procedimentos
descritos no item 4.9. Como controle positivo foram utilizadas solucdes de
Streptomicina (50 pg/mL) e Itraconazol (50 pg/mL) contra bactérias e leveduras,
respectivamente. Como controle negativo foi utilizado a formulagédo de gel sem adicao
de AgNPs.

4.13. Analise estatistica

Todos os resultados foram analisados por meio da andlise de variancia
(ANOVA) ao nivel de 95 % de significancia utilizando o software Minitab v. 17.0. Os

graficos foram confeccionados com auxilio do programa computacional Origin v. 8.0.
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Sintese verde de nanoparticulas de prata intermediada por fungo anamérfico e
eficacia antibacteriana e antifungica
Green synthesis of silver nanoparticles mediated by anamorphic fungi and

antibacterial and antifungal efficacy

RESUMO

O objetivo deste estudo foi investigar o efeito do pH, temperatura e concentracdo de
nitrato de prata (AgNOz) na sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) por Aspergillus
flavo-furcatis e avaliar o respectivo potencial antimicrobiano. Um experimento fatorial
23 foi realizado para avaliar o efeito das condi¢des fisico-quimicas na sintese de AgNPs.
A caracterizacdo das AgNPs foi realizada em espectroscopia UV-Vis e ICP-MS. A
atividade antimicrobiana foi avaliada por difusdo em agar por pogo e microdiluicdo em
caldo. O pH e a concentracdo de AgNO3 tiveram efeitos significativos na sintese de
AgNPs nas condigdes experimentais. As AgNPs sintetizadas em pH 9,0 e concentragéo
de AgNOsz de 1,5 mM apresentaram maior eficacia contra Staphylococcus aureus (3,17
pug/mL), Escherichia coli (6,35 pg/mL) e Candida albicans (0,79 pug/mL). Os dados
mostraram que a sintese de AgNPs por A. flavo-furcatis é influenciada pelo pH e
concentracdo de AgNOz e as AgNPs sintetizadas possuem atividade antimicrobiana
contra S. aureus, E. coli e C. albicans.

Palavras-chave: Amazonia, Aspergillus, atividade antimicrobiana, micossintese.

ABSTRACT

The aim of the present study was to investigate the effect of pH, temperature and silver
nitrate  (AgNOsz) concentration on the silver nanoparticles (SNP) synthesis by
Aspergillus flavo-furcatis and evaluate its antimicrobial activity. A full-factorial
experiment 23 was performed to assess the effect of physicochemical conditions on SNP
synthesis. The characterization of AgNPs were performed by UV-Vis and ICP-MS
spectroscopy. The antimicrobial activity was assessed by well-agar diffusion and broth
micro dilution. The pH and AgNOz concentration had significant effects on the SNP
synthesis in the experimental conditions. The SNPs synthetized at pH 9,0 and 1,5 mM
AgNO3 were more effective against Staphylococcus aureus (3,17 pg/mL), Escherichia
coli (6,35 pg/mL) e Candida albicans (0,79 pg/mL). These data support that SNP
synthesis by A. flavo-furcatis is influenced by pH and AgNO3 concentration and SNPs
have antimicrobial activity against S. aureus, E. coli e C. albicans.

Keywords: Amazon, antimicrobial activity, Aspergillus, mycosynthesis.
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INTRODUCAO

Nos dltimos anos, a sintese ou nanotecnologia verde, que associa
procedimentos bioldgicos com fisicos e quimicos, tem sido explorada para obtencéo de
novos materiais antimicrobianos, como as nanoparticulas de prata (AgNPs). Entre as
rotas empregadas para sintese verde de AgNPs estdo o uso de biomoléculas oriundas de
plantas e microrganismos (Roy et al., 2013; Syafiuddin et al., 2017). Essa
nanotecnologia de segunda geracdo esta voltada para o desenvolvimento de processos
limpos que utilizam produtos ndo toxicos e ambientalmente benignos, condigdes que
reduzem os possiveis riscos ao meio ambiente e a saude humana (Mallmann et al.,
2015; Abdelghany et al., 2018).

Dados da literatura tém revelado a forte atividade de AgNPs contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo cepas multirresistentes. Além disso,
também sdo consideradas como potenciais agentes antifingicos biocompativeis e
econémicos. O efeito antimicrobiano de AgNPs e seus nanomateriais estd em evidéncia,
essencialmente devido & crescente resisténcia microbiana aos antibioticos, além da
eficacia na profilaxia da colonizacdo bacteriana de proteses e cateteres (Panacek et al.,
2009; Roy et al., 2013; Silva et al., 2017; Silva-Vinhote et al., 2017).

Entre 0s microrganismos e outros recursos biologicos disponiveis, os fungos
sdo0 mais adequados para sintese de AgNPs, visto que apresentam facil manuseio e
sintetizam grande quantidade de biocompostos, como proteinas que contribuem para
alta produtividade e estabilidade de nanoparticulas. Além disso, se comparados as
plantas e outros microrganismos, a biomassa resiste a ambientes severos.
Consequentemente, sdo alternativas eficazes a sintese quimica, ganhando consideravel
popularidade para a sintese verde de AgNPs (Keat et al., 2015; Zhao et al., 2017).

Diferentes fungos sdo citados na sintese de nanoparticulas, como Aspergillus
niger Tiegh 1867 (Chengzheng et al., 2018), Cladosporium sphaerospermum Penzig
1882 (Abdel-Hafez et al., 2016), Fusarium oxysporum Schlechtendal 1824 (Husseiny et
al., 2015), Penicillium nalvogiense Laxa 1932 (Maliszewska et al., 2014) e
Trichoderma harzianum Rifai 1969 (Ahluwalia et al., 2014).

Com base na acdo das AgNPs e eficiéncia dos fungos, esta pesquisa teve como
objetivo investigar a influéncia de fatores fisico-quimicos na sintese de nanoparticulas
de prata utilizando Aspergillus flavo-furcatis Batista & H. Maia 1955, uma linhagem do

ecossistema amazonico, e a respectiva atividade antimicrobiana desses nanomateriais.
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MATERIAL E METODOS
Microrganismo

Neste estudo, a espécie selecionada foi Aspergillus flavo-furcatis DPUA 1540,
cedido pela Colecdo de Culturas DPUA, da Universidade Federal do Amazonas —
UFAM. Para obtencdo de subcultivo, da cultura preservada em 6leo mineral, foram
retirados fragmentos da colbnia e transferidos para caldo glicosado 2% (p/v), em tubos
de ensaio. Os cultivos foram mantidos a 25 °C. Apos sete dias, fragmentos desses
cultivos foram transferidos para agar Czapek-Dox + extrato de levedura 0,5% (p/v)
(CYA) em tubos de ensaio.

Autenticacdo da espécie com bases nas caracteristicas morfoldgicas

Para autenticacdo, com bases nas caracteristicas morfolégicas, A. flavo-furcatis
foi cultivado em agar Czapek-Dox (CZ), agar Extrato de Malte (MEA) e agar CYA
(Raper & Fennell, 1977; Klich & Pitt, 1988) e mantido a 25 °C por sete dias.

Producéo de biomassa

Cinco discos miceliais de um cultivo de A. flavo-furcatis em CYA mantido a
28 °C por sete dias foram inoculados para 250 mL de meio MGYP [extrato de malte 0,3
% (p/v), glicose 1% (p/v), extrato de levedura 0,3% (p/v) e peptona 0,5 % (p/v)], pH
7,0, em frascos de Erlenmeyer de 500 mL. A fermentagéo foi conduzida a 28 °C, a 180
rpm por 96 horas. A biomassa recuparada foi lavada trés vezes com agua ultrapura,
esterilizada (Milli-Q®) e pesada. Aproximadamente 25 g da biomassa foi adicionada
em frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 250 mL de &gua deionizada ultrapura
esterilizada e mantido a 25 °C, 180 rpm, por 72 h. O extrato aquoso foi recuperado por
filtracdo em papel de filtro Whatman n°® 01 e membrana nitroceluldsica 0,22 um (Silva
etal., 2017).

Otimizacao da biossintese de AgNPs

Um delineamento experimental do tipo fatorial completo 23 com trés pontos
centrais foi elaborado no software estatistico Minitab® versdo 17.0 para avaliar o efeito
do pH, temperatura e concentragdo de nitrato de prata (AgNOs3) na sintese de

nanoparticulas de prata por A. flavo-furcatis (Tabela 1). Para a sintese de AgNPs, foi
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transferido 50 mL do extrato aquoso para frascos Erlenmeyer de 125 mL. Em seguida,
foi adicionada solucdo de AgNOs 1 M até atingir as concentragdes de 0,5, 1,0 e 1,5 mM.
O pH foi aferido para 5,0, 7,0 e 9,0 com NaOH ou HCI 1 M. Os ensaios foram mantidos
a 180 rpm por 96 horas, em auséncia de luz, em diferentes temperaturas (Tabela 1)

(Durén et al., 2007; Manizhomi & Anitha, 2014).

Tabela 1. Niveis das varidveis utilizadas no experimento fatorial completo 23 para avaliar a influéncia
do pH, temperatura e concentracdo de AgNO3; na sintese de AgNPs por A. flavo-furcatis DPUA 1540.

Nivel pH Temperatura (°C) Concentragdo de AgNOz (mM)
-1 5,0 25 0,5
0 7,0 30 1,0
+1 9,0 35 15

Caracterizacdo fisico-quimica das nanoparticulas de prata
Espectroscopia UV-Vis

Aliquotas de 1 mL dos ensaios foram diluidas em agua deionizada (proporcao
1:5, v/v) e analisadas em espectrofotdmetro de duplo feixe (Agilent Technologies®
Cary 60) na faixa de 200 a 800 nm, com resolugdo de 1 nm. Os ensaios que
apresentaram picos de absorvancia entre 400 a 530 nm foram considerados positivos
para sintese de AgNPs (Abbasi et al., 2016).

Quantificacao de prata total por ICP-MS

A prata total foi quantificada em espectrofotdbmetro de massa por plasma
acoplado indutivamente (ICP-MS) (Agilent Technologies® 7900, Hachioji, Japan),
utilizando 1 mL das amostras positivas para AgNPs, previamente digeridas a 90 °C por
quatro horas, em acido nitrico 98 % (v/v) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
(Rolim et al., 2018).

Atividade antimicrobiana
Difusdo em agar por poco

A atividade antimicrobiana das nanoparticulas de prata sintetizadas foi
determinada pelo método de difusdo em agar por poc¢o contra Candida albicans DPUA
1706, Escherichia coli CBAM 001 e Staphylococcus aureus ATCC 25923. Inoculos de
culturas bacterianas (108 UFC/mL) e de levedura (10® UFC/mL) foram adicionados na
superficie de agar Mueller-Hinton (MHA) e Sabouraud (SAB), respectivamente. Em

cada placa foram transferidos 100 pL da solucdo de AgNPs sintetizadas para pogos de 8
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mm feitos na superficie do 4gar. Como controle positivo, foram utilizadas solucdes de
estreptomicina e itraconazol (50 pg/mL) para bactérias e leveduras, respectivamente. Os
experimentos foram realizados em triplicata e mantidos a 37 °C por 24 h e entéo

verificada a formacéo de halos de inibicdo, expressos em milimetros (Silva et al., 2017).

Microdiluicdo em caldo

As AgNPs com atividade antimicrobiana significativa em meio sélido foram
selecionadas para a determinacdo da concentracdo minima inibitoria (CMI), pelo
método de microdiluicdo em caldo. Em microplacas de 96 pogos, as bactérias (5 x 10°
UFC/mL) e a levedura (2 x 10°® UFC/mL) foram expostos as nanoparticulas diluidas
[(1:2 até 1:1024, v/v)]. Como controle positivo foram utilizadas soluc6es de itraconazol
e estreptomicina (200 pg/mL). Para o crescimento das bactérias e da levedura, as placas
foram mantidas a 37 °C, durante 24h e 36 h, respectivamente. Apds esse periodo, foi
adicionado 10 pL de resazurina (200 pg/mL) em cada poco e mantido a 37 °C por duas
horas para evidenciar o crescimento dos microrganismos. A alteracdo de cor do
revelador para rosa ou azul indica o crescimento e inibicdo do microrganismo,
respectivamente. A CMI foi definida como a menor concentracdo em pg/mL do agente
onde foi observada a inibicdo do microrganismo. Os ensaios foram realizados em
triplicata (Prado et al., 2017).

Andlise estatistica

Os resultados foram analisados através da analise de variancia (ANOVA) ao
nivel de 95% de significancia. A analise estatistica e os graficos foram realizados

utilizando-se os programas computacionais Minitab versdo 17.0 e Origin verséo 8.0.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Autenticacdo da espécie com bases nas caracteristicas morfoldgicas

Aspergillus  flavo-furcatis DPUA 1540 apresentou as caracteristicas
morfolégicas tipicas do género e espécie (Figura 1) sem alteracGes fisioldgicas apds
preservacdo por dez anos em 0Oleo mineral, caracteristica que sugere tratar-se de uma

linhagem viavel para ensaios biotecnolégicos (Raper & Fennell, 1977).
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Figura 1. Autenticacdo das caracteristicas morfologicas de Aspergillus flavo-furcatis DPUA 1540. (A)
Caracteristicas macroscépicas de cultivos agar CZ, MEA e CYA mantidos a 28 °C apo0s sete dias,

respectivamente. (B) Célula-pé e (C) estrutura de reproducédo assexuada.
Otimizacao da sintese de nanoparticulas de prata

A biossintese de AgNPs por A. flavo-furcatis foi indicada pela mudanca de
coloracdo do extrato aquoso de incolor para tons de marrom e cinza (Figura 2), ap6s
adicdo de AgNOs. A Tabela 2 mostra os resultados dos 11 ensaios, entre 0s quais
somente trés foram positivos para mudanca de coloracdo, caracteristica que revela a
reducdo total dos ions de prata a nanoparticulas e consequente formacéo de uma banda
de ressonancia de plasmon de superficie (RPS), resultante da interacdo dos elétrons da
superficie da nanoparticula com a luz incidente (Wei et al., 2015; Biswas & Mulaba-
Bafubiandi, 2016). Registros na literatura também demonstraram que a solucdo de
AgNPs obtidas por intermédio de Aspergillus apresentam coloracdo variando de

marrom escuro a cinza (Phanjom e Ahmed, 2015; Wilson et al., 2016).
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Figura 2. Mudanca de coloracdo observada nos ensaios positivos para sintese biogénica de
nanoparticulas de prata por Aspergillus flavo-furcatis DPUA 1540.

Tabela 2. Influéncia das condi¢des fisico-quimicas (pH, temperatura e concentracdo de AgNO3) na
sintese de AgNPs intermediada por A. flavo-furcatis.

Ensaio pH Temperatura (°C)  Concentragdo de AQNO3z (mM)  Mudanca de coloragéo

1 5,0 25 0,5 -
2 9,0 25 0,5 -
3 5,0 35 0,5 -
4 9,0 35 0,5 + (marrom/cinza)
5 5,0 25 15 -
6 9,0 25 15 + (cinza escuro)
7 5,0 35 15 -
8 9,0 35 15 + (cinza escuro)

P.C. 7,0 30 1,0 -

P.C. 7,0 30 1,0 -

P.C. 7,0 30 1,0 -

(+) Positivo e (-) Negativo

Na andlise por espectroscopia UV-Vis foram observados picos de absorvancia
referentes a banda de RPS das AgNPs (Figura 3), na faixa tipica para nanoparticulas de
prata (400 a 530 nm) (Abbasi et al., 2016). Estes dados confirmam a sintese de AgNPs
nos mesmos ensaios onde foi observada a mudanca de coloracéo, ensaios 4, 6 e 8, cujos
picos de absorvancia foram de 455, 505 e 520 nm. Resultados semelhantes foram
citados por Biswas & Mulaba-Bafubiandi (2016) em estudo realizado com Aspergillus
wentii Wehmer 1896 que produziu AgNPs com picos maximos de absorvancia a 455
nm. Contudo, registros na literatura mostram que a sintese de AgNPs intermediada por
espécies de Aspergillus, comumente apresentam absorvancia maxima entre 410 a 446
nm (Wilson et al., 2016; Silva et al., 2017; Solanki et al., 2017; Nanda et al., 2018). Na
investigacdo de Mlalila et al. (2016) foi observada que AgNPs de maior tamanho

apresentam um deslocamento da banda de RPS para comprimentos de onda acima de
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500 nm, indicando que as AgNPs sintetizadas por A. flavo-furcatis apresentam maior

tamanho quando comparadas a outras espécies de Aspergillus.
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Figura 3. Absor¢do UV-Vis dos ensaios realizados para verificar o efeito do pH, temperatura e
concentragdo de AgNOs na sintese de AgNPs intermediada por A. flavo-furcatis DPUA 1540.

O gréfico de Pareto (Figura 4A) mostra as variaveis avaliadas e as respectivas
interacdes que influenciaram na sintese de nanoparticulas de prata intermediada por A.
flavo-furcatis DPUA 1540. Somente o pH e a concentracdo de AgNOs apresentaram
efeitos significativos, assim como as interacGes destas variaveis com a temperatura (p <
0,05). O gréfico de contorno mostra as condi¢Bes Otimas para sintese de nanoparticulas

de prata por A. flavo-furcatis (Figura 4B).

43



A 4,30

pH / 29,4897

Concentragdo de AgNO; ///// 19,8644

pH*concentragao de AgNO; | / 14,3533
pH*temperatura | /// / 13,8922
temperatura*concentragao | 13,2611
temperatura !3,90743

I
pH*temperatura*concentra¢ao 1 1,854538
I

1
T T

T T T

0 5 10 15 20 25 30

Efeitos padronizados

1,50 Kbsorviacs o450 i
g <0,1
3 1338 B o.1-02
o B o02-03
3, W 03-04

04-05

< 1.00 = gl
O~
&
=
S
S 075
@]
O

0.50

5 6 7 8 9

pH

Figura 4. Analise de variancia (ANOVA) do efeito do pH, temperatura e concentracdo de AgNOs3
sobre a variavel resposta absorvancia a 420 nm. (A) Grafico de Pareto identificando os fatores e
interacGes significativos na sintese de nanoparticulas de prata. (B) Gréafico de contorno mostrando as
melhores condi¢fes de pH e concentracdo de AgNOs para sintese de AgNPs por Aspergillus flavo-
furcatis DPUA 1540 (p < 0,05).

Nas condicBes experimentais, a sintese maxima de AgNPs foi verificada em
pH 9,0. Esses dados corroboram com citacOes da literatura, que mostram que o pH
6timo de sintese de AgNPs por outras espécies de Aspergillus esta na faixa entre 9,0 e
10,0 (Manizhomi & Anitha, 2014; Roy & Das, 2014; Marwa & Ewan, 2015; Al-
Hamadani & Kareem, 2017). Em pH alcalino h4 maior concentracdo de ions hidroxila

(OHY) que agem como doadores de elétrons para enzima responsavel pela sintese,
agilizando o processo de reducio de Ag* a Ag® (Phanjom & Ahmed, 2017).
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Além do pH, outra variavel de influéncia significativa foi a concentracdo de
AgNOg, cuja condigdo 6tima foi de 1,5 mM. Esses dados estdo condizentes com
registros na literatura para Aspergillus, onde a sintese de AgNPs é proporcional a
concentragdo de AgNOs, com faixa 6tima entre 1,5 a 2,0 mM (El-Sayed et al., 2018;
Omran et al., 2018). Contudo, em altas concentracdes (acima de 2 mM) ocorre 0
esgotamento de sitios ativos das enzimas envolvidas, promovendo reducdo na taxa e na
eficiéncia da sintese de AgNPs (Balakumaran et al., 2016; Khan et al., 2016).

A Tabela 3 mostra a quantidade total de prata (Ag®) nos ensaios positivos para
sintese de AgNPs quando examinados por ICP-MS. Todas as amostras apresentaram
prata na sua composicdo, confirmando a reducdo da prata idnica (Ag"*), oriundas do
nitrato de prata, em AgNPs (Ag®) pelas biocompostos de A. flavo-furcatis. Os dados
referentes a quantidade total de prata foram essenciais na determinacao da concentracao
minima inibitéria (CMI).

Tabela 3. Concentragdo total de prata nas solugdes coloidais de AgNPs obtidas em diferentes
condicGes de sintese intermediada por A. flavo-furcatis.

Concentracdo de AgNOz  Concentracdo total de

Amostra pH Temperatura (°C) (MM) prata (g.mLY)

Ensaio 4 9,0 35 0,5 55,1051 + 0,004
Ensaio 6 9,0 25 15 118,8430 + 0,003
Ensaio 8 9,0 35 1,5 101,5378 + 0,002

Atividade antimicrobiana

As nanoparticulas de prata obtidas por intermédio de Aspergillus flavo-furcatis
apresentaram atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em agar por pog¢o contra
Candida albicans, Escherichia coli e Staphylococcus aureus, com halos de inibigéo
variando de 12,0 a 19,8 mm (Tabela 4). Estes resultados estdo em concordancia com
registros na literatura. No estudo de Hassan et al. (2015) foi demonstrado que as AgNPs
sintetizadas por Aspergillus flavus Link 1809 inibiram o crescimento de C. albicans, E.
coli e S. aureus. Além disso, a investigacdo de Rani et al. (2017) também evidenciou

que as AgNPs de Aspergillus terreus Thom 1918 inibiram E. coli e S. aureus.
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Tabela 4. Didmetro médio (mm) dos halos de inibicdo microbiana por ag¢do das nanoparticulas de
prata obtidas por intermédio de A. flavo-furcatis DPUA 1540.

Diametro do halo de inibicdo (mm)

Microrganismo Média + desvio-padrédo

Ensaio 4 Ensaio 6 Ensaio 8
Staphylococcus aureus ATCC 25923 19,8 £ 0,37 18,8 £ 0,69 18,5+0,76
Escherichia coli CBAM 001 13,0 £ 0,58 12,7+ 0,74 12,0+ 0,81
Candida albicans DPUA 1706 19,0 £ 0,82 18,0+ 1,15 18,5+ 1,25

Ensaio 4: pH 9,0, [AgNO3] de 0,5 mM, 35 °C; Ensaio 6: pH 9,0, [AgNO3] de 1,5 mM, 25 °C; Ensaio 8:
pH 9,0, [AgNO3] de 1,5 mM, 35 °C.

A concentracdo minima inibitéria (CMI) é definida como a menor
concentracdo do agente antimicrobiano que inibe o crescimento do microrganismo em
condicGes padronizadas (Prado et al., 2017). Os dados referentes a concentragdo minima
inibitéria das solucbes coloidais de AgNPs se encontram na Tabela 5. A solucdo
coloidal de AgNPs obtida nas condi¢bes do ensaio 8 (pH 9,0, concentracdo de AgNO3
de 1,5 mM e 35 °C) apresentou a menor CMI para C. albicans, E. coli e S. aureus, com
valores de 0,79, 6,35 e 3,17 pug/mL, respectivamente.

Tabela 5. Valores de concentracdo minima inibitoria das AgNPs sintetizadas por Aspergillus flavo-
furcatis DPUA 1540 sobre diferentes microrganismos teste.

Microrganismo Concentra¢do minima inibitoria (ug.mL™)

Ensaio 4 Ensaio 6 Ensaio 8
Staphylococcus aureus ATCC 25923 6,89 3,71 3,17
Escherichia coli CBAM 001 13,78 7,43 6,35
Candida albicans DPUA 1706 1,72 0,93 0,79

Ensaio 4: pH 9,0, [AgNO3] de 0,5 mM, 35 °C; Ensaio 6: pH 9,0, [AgNO3] de 1,5 mM, 25 °C; Ensaio 8:
pH 9,0, [AgNO3] de 1,5 mM, 35 °C.

Os resultados da atividade antimicrobiana das AgNPs de A. flavo-furcatis estdo
em concordancia com os dados de Balakumaran et al. (2016). Estes autores observaram
que as AgNPs de A. terreus foram mais eficientes no controle de S. aureus e C. albicans
(CMI de 3,125 pg/mL) do que para E. coli (CMI de 12,5 pg/mL). A atividade
antimicrobiana de AgNPs é amplamente relatada e atribuida & interagdo desses
nanomateriais com compostos da membrana de microrganismos, culminando em
mudancas na permeabilidade e consequente lise celular (Radzig et al., 2013; Agnihotri
et al., 2014, Rai et al., 2014; Duran et al., 2016). Contudo, esse mecanismo de acao €
influenciado pela composic¢do da membrana celular dos microrganismos (Panacek et al.,
2009; Ottoni et al., 2017), propriedade que esclarece a agdo diferenciada das AgNPs

avaliadas neste estudo.
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Em outra investigacdo feita por Phanjom & Ahmed (2017) avaliando também a
sintese de AgNPs por Aspergillus oryzae (Ahlburg) Cohn 1884 foram observados
efeitos antimicrobianos distintos entre AgNPs sintetizadas entre diferentes condic6es de
sintese, dados similares aos obtidos neste estudo com A. flavo-furcatis. As condicGes de
sintese afetam diretamente a morfologia das nanoparticulas e consequentemente a

atividade antimicrobiana foi outro relato citado por esses autores.

CONCLUSOES

Os resultados desta pesquisa realizada com Aspergillus flavo-furcatis DPUA

1540 contribuiram para as seguintes conclusdes:

1. A espécie mostrou viabilidade e eficiéncia para sintese verde extracelular de
nanoparticulas de prata;

2. Nas condicOes experimentais, a sintese de nanoparticulas de prata foi
significativamente influenciada pelo pH e concentracdo de nitrato de prata, e a
interacdo entre estes parametros com a temperatura;

3. A antibiose das nanoparticulas de prata sintetizadas em meio alcalino foi
evidenciada frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans;

4. A CMI das AgNPs sintetizada nas condi¢des de pH alcalino e maior concentracdo

de nitrato de prata expressaram maior acdo antibacteriana e antifungica.
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Nanoparticulas de prata sintetizadas por Aspergillus flavo-furcatis: caracterizagio
e aplicacdo em gel polimérico com propriedades antimicrobianas
Silver nanoparticles synthesized by Aspergillus flavo-furcatis: characterization and

application on a polymeric gel with antimicrobial properties

RESUMO

O objetivo deste estudo foi realizar a caracterizacdo fisico-quimica de nanoparticulas de
prata (AgNPs) sintetizadas por Aspergillus flavo-furcatis para desenvolver um
nanocomposito com propriedades antimicrobianas. A caracterizacdo das AgNPs foi
realizada por espalhamento dindmico de luz, analise de rastreamento de particulas,
microscopia de forca atdbmica, espectroscopia por energia dispersiva, espectroscopia na
regido do infravermelho com transformada de Fourier e difracdo de raios-X. O gel foi
desenvolvido a partir da solucédo coloidal de AgNPs sintetizadas e Carbopol® 940 como
agente gelatinizante, com avaliagdo do aspecto visual e pH. A incorporacdo das AgNPs
a matriz do gel foi confirmada por andlise em microscopia de forca atdmica. O
nanocomposito foi testado contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida
albicans pelo método de difusdo em agar por poco. As AgNPs apresentaram-se
esféricas, com didmetro médio de 58 nm e potencial Zeta de -32,5 mV, apresentando
exclusivamente prata na sua estrutura cristalina, e a presenca de residuos de proteinas
como possiveis agentes estabilizadores. O nanocompésito inibiu o crescimento de S.
aureus (15,7 £ 0,6 mm), E. coli (13,7 £ 0,3 mm) e C. albicans (12,3 £ 0,4 mm). Este
estudo demonstrou que as AgNPs sintetizadas por A. flavo-furcatis sdo estaveis em
solucBes coloidais e apresentam potencial no desenvolvimento de nanocompdsitos para

0 controle de microrganismos oportunistas e patogénicos.

Palavras-chave: micossintese, nanocompasito, atividade antimicrobiana.
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Nanoparticulas de prata sintetizadas por Aspergillus flavo-furcatis: caracterizagio
e aplicacdo em gel polimérico com propriedades antimicrobianas
Silver nanoparticles synthesized by Aspergillus flavo-furcatis: characterization and

application on a polymeric gel with antimicrobial properties

ABSTRACT

The aim of this study was to perform the physicochemical characterization of silver
nanoparticles (AgNPs) synthesized by Aspergillus flavo-furcatis to develop a
nanocomposite with antimicrobial properties. The characterization of AgNPs was
achieved using dynamic light scattering (DLS), nanoparticle tracking analysis (NTA),
atomic force microscopy (AFM), energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDS), Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR) and X-ray diffraction (XRD). The gel was
developed using the AgNPs colloidal solution and Carbopol 940 as gelatinizing agent,
with evaluation of visual aspect and pH. The incorporation of AgNPs into the gel matrix
was confirmed using AFM. The nanocomposite was tested against Staphylococcus
aureus, Escherichia coli and Candida albicans using agar well diffusion method. The
AgNPs synthesized by Aspergilus flavo-furcatis showed a spherical form with average
size of 58 nm and Zeta potential of -32,5 mV, and showing exclusively silver in
microcrystalline structure with the presence of protein residues as possible capping
agents. The nanocomposite inhibited the growth of S. aureus (15,7 = 0,6 mm), E. coli
(13,7 £ 0,3 mm) e C. albicans (12,3 £ 0,4 mm). This study demonstrated that AgNPs
synthesized by Aspergillus flavo-furcatis are stable in colloidal solutions and show
potential for the development of nanocomposites for the control of opportunistic and

pathogenic microorganisms.

Keywords: mycosynthesis, nanocomposite, antimicrobial activity.
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INTRODUCAO

A nanotecnologia envolve a manipulacdo e criacdo de novos materiais com
dimensbes abaixo de 100 nm (Sousa et al.,, 2018). Nanomateriais (NMs) tém
propriedades bioldgicas, fisicas e quimicas distintas de materiais de tamanho
convencional, despertando o interesse de diversos setores, como a industria
farmacéutica, eletronica, téxtil, alimenticia e de cosméticos (Laux et al., 2018).
Pesquisas apontam que o mercado global da nanotecnologia podera lucrar
aproximadamente 125 bilhdes de dblares até 2024 (Research and Markets, 2018).

Dos nanomateriais estudados, as nanoparticulas de prata (AgNPs) apresentam
papel de destaque, em virtude de suas propriedades biologicas, como atividade
antibacteriana, antifingica, anti-inflamatoria e antiviral (Zhao et al., 2017). Diversos
métodos de sintese desses NMs sdo empregados, contudo, a sintese por via biol6gica ou
biossintese tem despertado interesse por ser um método barato, eficiente e limpo,
utilizando biocatalisadores, oriundos de bactérias, algas, fungos filamentosos e plantas,
como intermediadores da sintese de nanoparticulas de prata (Abdelghany et al., 2018).

Os fungos sdo os mediadores preferidos para a sintese de AgNPs porque sdo
faceis de manusear, requerem nutrientes simples e secretam significante quantidade de
proteinas que resulta numa maior produtividade de AgNPs (Lateef e Adeeyo, 2015). O
género Aspergillus tem sido relatado como um eficiente mediador da sintese biogénica
de nanoparticulas, cujas proteinas secretadas agem na reducdo e na estabilidade de
AgNPs nas rea¢des com nitrato de prata (Bocate et al., 2019; Shahzad et al., 2019).

Dentre as propriedades das AgNPs, a atividade antimicrobiana tem destaque,
visto 0 seu amplo espectro de acdo contra bactérias e fungos e a baixa possibilidade
desses microrganismos adquirirem resisténcia & compostos de prata (Pelgrift e
Friedman, 2013). Além disso, AgNPs apresentam efeitos terapéuticos mesmo quando
em baixas concentracdes e sem efeitos citotoxicos (Panacek et al., 2016).

Considerando a importancia das AgNPs e seu efeito antimicrobiano, esses
NMs séo investigados para o desenvolvimento de nanocompdsitos de uso hospitalar,
como cateteres, proteses, e formulacGes de géis e pomadas para tratamento de Ulceras e
queimaduras (Burdusel et al., 2018). Numerosos estudos demonstraram resultados
positivos empregando nanocompoésitos constituidos por géis contendo AgNPs
biogénicas no controle de microrganismos patogénicos e na cicatrizacéo de ferimentos e
queimaduras (Nagaich et al., 2016; Mekkawy et al., 2017; Ovais et al., 2018).
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Neste estudo esta demonstrada a caracterizacdo fisico-quimica das
nanoparticulas de prata sintetizadas por Aspergillus flavo-furcatis Batista & H. Maia
1955 nas condig¢bes otimizadas e o desenvolvimento de um nanocompdsito para o

controle de microrganismos patogénicos e oportunistas.

MATERIAL E METODOS
Material biogénico

As nanoparticulas de prata utilizadas nas analises de caracterizacdo e para 0
desenvolvimento do nanocompdsito de propriedades antimicrobianas foram produzidas
por Aspergillus flavo-furcatis DPUA 1540 nas condicdes de pH 9,0, temperatura de 35
°C e concentragdo de nitrato de prata de 1,5 mM, apresentando pico de absorvéncia
maximo a 520 nm, conforme investigacao realizada por Gomes et al. (2019).

Caracterizacdo fisico-quimica das nanoparticulas de prata
Espalhamento dindmico de luz (DLS)

A solucéo coloidal de nanoparticulas de prata foi diluida em 4agua deionizada
ultrapura (proporgao 1:5, v/v) e analisada no equipamento ZetaSizer Nano ZS (Malvern
Instruments, UK) para determinacao do tamanho hidrodinamico, potencial Zeta e indice
de polidispersividade (PDI). A andlise foi realizada em meio aquoso a 25 °C e angulo de

espalhamento fixo a 173 °.

Andlise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA)

A solucao coloidal foi diluida em &gua deionizada ultrapura (1:20) e injetadas
no equipamento NanoSight LM10 (NanoSight, Amesbury, Reino Unido), utilizando
laser de 45 mW a 405 nm. Um video de 90 segundos foi gerado e o movimento
Browniano de cada nanoparticula foi analisado frame por frame usando o software NTA
(NanoSight Ltda., Amesbury, Reino Unido). Esta analise permite obter informacdes

sobre tamanho hidrodinamico e concentracao de particulas por mL da solugéo coloidal.

Microscopia de forca atbmica (AFM)

A morfologia e a distribui¢do do tamanho das AgNPs em estado sélido foram
analisadas no equipamento AFM/SPM 5500 Dynamics (Agilent Technologies, Santa
Clara, EUA), com frequéncia de ressonancia da ponta de 320 kHz e forca constante de
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42 N/m. 10 pL da solucdo coloidal de nanoparticulas de prata foram adicionadas a um
cantilever comercial de silica e seca por evaporagdo a 25 °C. O tratamento das imagens
obtidas foi realizada pelo programa computacional WSxM 5.0.

Espectroscopia de raios-X por dispersado de energia (EDS)

10 pL da solugdo coloidal de AgNPs foram adicionadas a um suporte de
carbono e secas por evaporacdo a 25 °C. A amostra foi examinada em microscopio
eletrénico de varredura compacto JSM-6010LA (JEOL, Akishima, Japao), com 12 kV
de tensdo de aceleracdo de elétron, acoplado a um espectrofotdmetro de raios-X por
dispersdo de energia (EDS). Esta analise permitiu a confirmag&o de prata elementar e de

outros elementos quimicos envolvidos na sintese de AgNPs presentes na amostra.

Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

As nanoparticulas de prata liofilizadas foram homogeneizadas com brometo de
potéssio (KBr) e compactadas com uma prensa hidraulica até obtencdo de uma pastilha
para analise em espectrofotometro Cary 630 (Agilent Technologies, Santa Clara, EUA),

na faixa de comprimento entre 700 a 4000 cm, com resolucéo de 7 cm™.

Difracéo de raios-X (DRX)

A estrutura microcristalina das AgNPs foram examinadas em difratdmetro de
raios-X STADI-P (Stoe & Cie GmbH, Darmstadt, Alemanha) com an6do de molibdénio
(MoKq1, 1 =0,7093 A). A analise foi realizada a 25 °C, sob corrente 40 mA e tensio de
50 kV. Os fotons de raios-X foram capturados por um detector Mythen 1K (Dectris
Ltd., Baden-Daettwil, Suica). Os dados das amostras liofilizadas foram obtidas por

varredura 20 de 5 a 60 °, e velocidade de varredura de 0,471 ° . min™,
Desenvolvimento de um gel polimérico com propriedades antimicrobianas

Incorporacéo das nanoparticulas de prata ao gel polimérico

As nanoparticulas de prata sintetizadas por A. flavo-furcatis DPUA 1540 foram
incorporadas a uma matriz de gel de acido poliacrilico (Carbopol® 940), conforme
Tabela 1 (Capucho, 2007). O carbdmero foi adicionado a solucdo de AgNPs diluidas em
agua deionizada ultrapura (1:8, v/v) ate total disperséo, a 25 °C e sob agitacdo constante
de 2.900 rpm. Trietanolamina foi adicionada como agente neutralizante a disperséo e o
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pH foi corrigido para faixa de 5,0 a 5,5. Como controle foi preparado um gel sem adicao
de AgNPs. Os géis foram acondicionados em frascos de politereftalato de etileno (PET)
esterilizados e mantidos a 4 °C para garantir a estabilizacdo do sistema. Apds 48 h
foram avaliadas o aspecto visual e o pH dos geis desenvolvidos.

Tabela 1. Formulacdo do gel polimérico contendo AgNPs biogénicas.

Componentes Formulacéo
Agua deionizada ultrapura (MilliQ®) g. s. p. 100%
Acido poliacrilico (Carbopol® 940) 0,6 (%)
Trietanolamina g.-s.-pH=50a5,5
Solucdo coloidal de AgNPs 12,5 (%)

Para confirmar a incorporacao das AgNPs a matriz, 10 puL dos géis preparados
com e sem adicdo de AgNPs foram adicionadas a um cantilever comercial de silica e
secas por evaporagdo a 25 °C. As amostras foram analisadas em microscopio de forca
atdbmica AFM/SPM 5500 Dynamics (Agilent Technologies, Santa Clara, EUA), com
frequéncia de ressonancia da ponta de 320 kHz e forga constante de 42 N/m. As

imagens obtidas foram tratadas utilizando o programa computacional WSxM 5.0.

Atividade antimicrobiana do gel contendo nanoparticulas de prata

A atividade antimicrobiana do gel contendo nanoparticulas de prata foi
avaliada pelo método de difusdo em &gar por poco contra Candida albicans DPUA
1706, Escherichia coli CBAM 001 e Staphylococcus aureus ATCC 25923. Nos cultivos
em superficie de agar Mueller-Hinton (MHA) e Sabouraud (SAB) foram utilizados
como indculos 108 UFC/mL (bactérias) e 106 UFC/mL (leveduras), respectivamente.
Em cada pogo (& = 8 mm) foram adicionados 200 puL do gel com adicdo de AgNPs.
Como controle positivo foram utilizadas solucdes de estreptomicina (bactéria) e
itraconazol (levedura) na concentragdo de 50 pg/mL. Como controle negativo foi
utilizado o gel sem adicdo de AgNPs. Os experimentos foram realizados em triplicata a
37 °C. Apbs 24 h foi verificada a formacdo de halos de inibicdo e a atividade

antimicrobiana foi expressa em milimetros (Prado et al., 2017).
RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizacéao fisico-quimica das nanoparticulas de prata

Espalhamento dindmico de luz (DLS)

Os resultados por DLS demonstraram que a solucdo coloidal de AgNPs de A.

flavo-furcatis DPUA 1540 apresentaram tamanho hidrodindmico de 106,5 nm, com
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potencial Zeta de -32,5 mV e indice de polidispersividade (PDI) de 0,142. Dados
aproximados foram relatados na investigagdo realizada com A. flavus cujas AgNPs
apresentaram tamanho hidrodindmico de 103,9 nm, potencial Zeta de -19,9 mV e PDI
de 0,224 (Baraprate et al., 2016). Resultados semelhantes também foram encontrados
por Roy et al. (2013) para A. foetidus, onde as AgNPs sintetizadas exibiram tamanho
hidrodinamico de 104,9 nm, PDI de 0,240 e potencial Zeta de -19,3 mV.

Danaei et al. (2018) mostraram que sistemas coloidais de nanoparticulas que
apresentam PDI abaixo de 0,3 sdo considerados aceitaveis e com uma populagédo
homogénea de particulas. Além do PDI, o potencial Zeta € um importante fator na
estabilidade de sistemas coloidais, onde valores acima de +30 mV ou abaixo de -30 mV
indicam alta estabilidade (Clogston e Patri, 2010). Com base nesses dados, as AgNPs

produzidas por A. flavo-furcatis sdo homogéneas e de alta estabilidade.

Analise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA)

A andlise de rastreamento de nanoparticulas mostram que as AgNPs
sintetizadas por A. flavo-furcatis DPUA 1540 apresentaram distribuicdo de tamanho
homogénea, possuindo formato esférico e tamanho médio de 121 nm, na concentracao
de 2,35 x 108 particulas/mL da solucéo coloidal (Figura 1). Resultados que corroboram,
juntamente com os dados da analise por DLS, a existéncia de uma Unica populacdo de
AgNPs. Estudos anteriores também mostraram que a sintese de AgNPs intermediada
por fungos filamentosos consiste huma técnica eficiente, vista a alta homogeneidade de

particulas nas solugdes coloidais (Lachmapure et al., 2017; Sonar et al., 2017).
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Figura 1. Caracterizagdo em NTA das AgNPs de A. flavo-furcatis sintetizadas nas condi¢Ges de pH
9,0, temperatura de 35 °C e concentragdo de AgNOs; 1,5 mM. (A) Distribuicdo do tamanho
hidrodindmico das AgNPs. (B) Imagem capturada pelo equipamento Nanosight.
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Microscopia de Forca Atémica (AFM)

As analises em AFM confirmaram que as AgNPs de A. flavo-furcatis DPUA
1540 tém formato esférico, tamanho de 30 a 100 nm, com didmetro médio de 58 nm
(Figura 2). Silva et al. (2017) mostraram que as AgNPs sintetizadas por A. oryzae
apresentaram também formato esférico e tamanho médio de 61 nm. Na investigacdo
realizada por Fatima et al. (2016), a sintese de AgNPs por A. flavus resultou em

particulas esféricas com tamanho médio de 50 nm.
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Figura 2. Caracterizagdo morfologicas em AFM das AgNPs sintetizadas por A. flavo-furcatis DPUA
1540. (A) Topografia bidimensional (&rea scaneada 1,0 x 1,0 um), (B) topografia tridimensional (area
scaneada 1,0 x 1,0 um) e (C) histograma representando a distribuicdo do tamanho das AgNPs.

O resultado da analise em AFM mostraram que AgNPs de A. flavo-furcatis
DPUA 1540 apresentaram tamanho inferior aos revelados por DLS e NTA. De acordo
com Bhattacharjee (2016) a presenga de camada de solvatacdo em meio aquoso
determina uma superestimacdo do tamanho de particulas analisadas por DLS e NTA.
Considerando o tamanho e a forma das nanoparticulas, as analises mais precisas sdo que
utilizam técnicas de microscopia (AFM ou MET).
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Espectroscopia de raios-X por dispersdo de energia (EDS)

As analises por EDS revelaram picos proximos a 3 KeV (Figura 3A),
correspondentes a energia de ligacdo da prata e seus isétopos, além de sinais
correspondentes a carbono e oxigénio, elementos encontrados nas biomoléculas
responsaveis pela sintese e estabilizacdo das AgNPs sintetizadas (Rasulov et al., 2016;
Hedaginai e Taranath, 2017). Outros estudos também mostraram que as AgNPs
produzidas por espécies de Aspergillus possuem sinais proximos a 3 KeV quando
analisadas por EDS, confirmando a presenca de prata nas amostras (Baskar et al., 2015;
Chengzheng et al., 2017; Omran et al., 2018).

Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

O espectro resultante da anélise em FTIR da solucdo coloidal de AgNPs
sintetizada por A. flavo-furcatis se encontra na Figura 3B, com picos pronunciados nas
faixas espectrais de 3377, 1640, 1386 e 1110 cm™. Os sinais situados em 3377 e 1640
cm? correspondem as vibragdes de estiramento da ligagdo N-H (amida) e C=0
(carbonila), respectivamente; enquanto os picos localizados a 1386 e 1110 cm
correspondem respectivamente as vibracoes de ligaces de dobramento N-H (amida) e
de estiramento de C—N. Esses resultados sugerem a presenca de amidas e carboxilas,
sendo grupos quimicos encontrados na estrutura de proteinas (Silva et al., 2017; Hamad,
2019). A presenca de proteinas em AgNPs biogénicas é amplamente descrita na
literatura e de grande importancia na estabilizacdo desses nanomateriais (Abdelrahim et
al., 2017; Omran et al., 2018; Thokala et al., 2018).

Difracéo de raios-X (DRX)

O difratograma mostrou a natureza cristalina da amostra e confirmaram a
presenca de prata elementar na amostra analisada. A Figura 3C mostra picos distintos
em 17,30 °, 19,97 °, 28,49 ° e 33,53 °, que correspondem aos respectivos planos (111),
(200), (220) e (311), revelando a estrutura cristalina cubica de face centrada (CFC) das
AgNPs deste estudo (Sarwar et al., 2018; Rolim et al., 2019). Ademais, o difratograma
ndo apresentou sinais tipicos para a presenca de nanoparticulas de cloreto de prata
(AgCI) ou de 6xido de prata (Agz0), indicando a pureza das AgNPs (Ag°) sintetizadas
por intermédio de A. flavo-furcatis DPUA 1540 (Duréan et al., 2016; Moafi et al., 2016).
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Figura 3. Caracterizagdo quimica e estrutural das AgNPs sintetizadas por A. flavo-furcatis DPUA 1540.
(A) Espectro resultante da analise por EDS, evidenciando os elementos presentes na amostra. (B)
Espectro resultante da anélise por FTIR. (C) Difratograma resultante das analises em DRX.
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Desenvolvimento de um gel polimérico com propriedades antimicrobianas
Incorporacgdo de nanoparticulas de prata ao gel polimérico

O gel desenvolvido com a solucdo coloidal de AgNPs de A. flavo-furcatis
DPUA 1540 apresentou coloracdo cinzenta, diferentemente do aspecto incolor do gel
sem adicdo de AgNPs (Figura 4). A cor observada no gel contendo AgNPs foi resultante
das interacGes ressonantes da luz incidente com os elétrons presentes na superficie das
nanoparticulas de prata, fendbmeno também conhecido como ressonancia do plasmon de
superficie (RPS) (Wei et al., 2015; Kristensen et al., 2017).

Figura 4. Aspecto visual do gel elaborado com AgNPs sintetizadas por A. flavo-furcatis. (A) gel sem
adicdo de AgNPs; (B) gel com adigdo de AgNPs.

O gel contendo AgNPs demonstrou pH 5,15 + 0,10. A investigacdo realizada
por Jadhav et al. (2016) também demonstrou que o gel a base de Carbopol 934 e de
AgNPs biogénicas apresenta pH levemente acido. Estes resultados mostram que o gel
desenvolvido neste estudo tem viabilidade para aplicacbes topicas por apresentar pH
proximo ao da pele humana (faixa de 4,1 a 5,8), preservando a integridade da barreira
fisica e quimica contra agentes patogénicos (Proksch, 2018).

As anéalises em AFM mostraram que as AgNPs biogénicas se encontram bem
dispersas na matriz do gel desenvolvido e sem a ocorréncia de agregagdes de
nanoparticulas de prata (Figura 5). Outros estudos também mostraram resultados
positivos quanto ao uso conjugado do Carbopol e AgNPs de origem biologica no
desenvolvimento de geis, onde as interacbes com os grupos hidroxila do carbémero
garantem uma estabilidade adicional as AgNPs e previnem a formacéo de agregados de
nanoparticulas (Haddadine et al., 2017; Sood e Chopra, 2018; Arya et al., 2019).
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Figura 5. Microscopia de Forca Atdmica (AFM) dos géis: (A) o gel sem adicdo de AgNPs, e (B) 0
nanocompdsito desenvolvido, evidenciando as nanoparticulas de prata.

Atividade antimicrobiana do gel contendo nanoparticulas de prata

O gel contendo AgNPs sintetizadas por A. flavo-furcatis DPUA 1540
apresentou atividade antimicrobiana contra todos 0s microrganismos testados pelo
método de difusdo em agar por poco (Figura 6). A maior inibigcdo foi observada contra
S. aureus (15,7 = 0,6 mm), E. coli (13,7 £ 0,3 mm) e C. albicans (12,3 = 0,4 mm),
respectivamente. O gel sem adicdo de AgNPs néo inibiu o crescimento de nenhum dos
microrganismos testados, resultado que confirma a atividade antimicrobiana do gel se
deve a acdo das AgNPs incorporadas.

Staphylococcus aureus Escherichia coli Candida albicans
ATCC 25923 CBAM 001 DPUA 1706

Figura 6. Atividade antimicrobiana dos géis elaborados: (A) com adi¢do de AgNPs, (B) sem adicdo de
AgNPs e (C) controle positivo, contra trés microrganismos testes.

Paul e Londhe (2018) demonstraram que o gel desenvolvido com AgNPs de
origem bioldgica também apresentou acdo similar ao resultado deste estudo, onde foi

observada a inibicdo do crescimento de E. coli e a maior vulnerabilidade de S. aureus a
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acao do gel contendo AgNPs. Dados semelhantes também foram encontrados por Sood
e Chopra (2018), que comprovaram a atividade antimicrobiana de um gel contendo
AgNPs biogénicas contra Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus.

CONCLUSOES

As nanoparticulas de prata sintetizadas por Aspergillus flavo-furcatis DPUA
1540 sdo predominantemente esféricas, estveis em solugcdes coloidais e apresentam
residuos de proteinas em sua composi¢do. O gel desenvolvido a partir de AgNPs
biogénicas apresentou estabilidade e foi eficaz na inibicao in vitro do crescimento de S.
aureus, E. coli e C. albicans, tornando-se uma alternativa promissora no controle de

microrganismos patogénicos e oportunistas.
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5. CONCLUSOES GERAIS

A especie Aspergillus flavo-furcatis DPUA 1540 apresentou-se viavel e
eficiente para estudos envolvendo a sintese biogénica de nanoparticulas de prata, sendo
influenciada pelas condi¢cdes de pH e concentracdo de nitrato de prata. As melhores
condigdes para sintese extracelular de AgNPs foram obtidas em pH 9,0, temperatura de
35 °C e concentracdo de nitrato de prata a 1,5 mM.

As nanoparticulas de prata sintetizadas por A. flavo-furcatis DPUA 1540
apresentaram atividade antimicrobiana in vitro contra Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Candida albicans, sendo os menores valores de CMI observados para
as AgNPs sintetizadas nas melhores condicGes de sintese (pH 9,0, temperatura de 35 °C
e concentracao de nitrato de prata a 1,5 mM).

Aspergillus flavo-furcatis DPUA 1540 proporcionou a sintese de AgNPs
predominantemente esféricas, de tamanho homogéneo e estaveis em solucGes coloidais,
apresentando residuos de proteinas em sua composic¢do. O nanocompdsito desenvolvido
demonstrou estabilidade e eficacia no controle de S. aureus, E. coli e S. aureus,

mostrando potencial no controle de microrganismos patogénicos e oportunistas.
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