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RESUMO

Neste estudo foi avaliado o potencial de linhagens de Aspergillus na sintese
extracelular de nanoparticulas de prata com propriedades antimicrobianas. As 20 linhagens de
Aspergilllus foram subcultivadas em caldo glicosado 2% (p/v) a 28 °C por sete dias. ApOs
cultivo monospoérico foram avaliadas as caracteristicas morfoldgicas das culturas em agar
Czapek, CYA [agar Czapek Dox e extrato de levedura 0,5% (p/v)] e &gar extrato de malte
(MEA) para autenticagdo das linhagens. A identificagdo molecular foi realizada utilizando
sequencias da regido ITS do rDNA. A producdo de biomassa foi realizada por fermentagéo
submersa em 200 mL de extrato de MGYP, a 28 °C, 180 rpm. E como in6culo foi adicionado
no meio 10° esp/mL de meio. Apds 96 h, no extrato micelial recuperado da lavagem da
biomassa foi adicionado solucdo de AgNOs até concentragdo final de 1 mM. A reagdo de
sintese das nanoparticulas de prata foi realizada na auséncia de luz, a 25 °C, 180 rpm. A
confirmacdo das AgNPs foi feita por espectroscopia de UV-vis e a caracterizacao foi realizada
por espalhamento dindmica de luz, microscopia eletronica de transmissao, difragdo de raios-
X, energia dispersiva de raios-X e métodos de espectrometria e espectroscopia avangados.
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Candida albicans e Trichosporon
beigelii foram 0s micro-organismos teste utilizados na atividade antimicrobiana das AgNPs
pela técnica de difusdo em agar e na determinagdo da Concentragdo Minima Inibitoria (CMI).
A sintese da membrana foi feita por eletrofiacdo e a espessura foi analisada no microscopio
eletronico de varredura (MEV). Posteriormente, as AgNPs foram adicionadas a NanoMAC e
o efeito antimicrobiano foi avaliado pelo método de difusdo em agar. O teste de citotoxicidade
foi realizado frente a fibroblastos humanos (MRC5) pelo método de Alarmar Blue®
utilizando 100 pg/mL de AgNPs liofilizadas. As microesferas de alginato foram sintetizadas
por coacervacdo complexa com incorporacdo de AgNPs pelo método in situ e ex situ e
caracterizadas no MEV. As técnicas utilizadas na autenticacdo dos Aspergillus foram
eficientes, e os testes moleculares classificaram as linhagens nos grupos niger e flavus. 70%
dos Aspergillus mediaram a sintese de AgNPs, sendo as linhagens do grupo flavus mais
eficazes. As AgNPs produzidas foram mais eficientes para leveduras, com CMI para T.
beigelii de 0,11 pg/mL e para C. albicans de 0,22 pg/mL, ndo apresentando toxicidade frente
a linhagem MRC5. A NanoMAC revestida com AgNPs apresentou incremento na acao
antifangica de 24,22% quando testadas frente a C. albicans. A incorporacdo de AgNPs em
microesferas de alginato potencializou o efeito antimicrobiano dessas moléculas,
principalmente o efeito anti-levedura. Os Aspergillus isolados de substratos do bioma
Amazonico sao promissores para utilizacdo em processos de sintese bioldgica de AgNPs com
propriedades antimicrobianas relevantes, demostrando grande potencial para utilizacdo na
area medica, farmacéutica e cosmética.

Palavras-chave: fungos, biossintese, nanoparticula de prata, antimicrobiano,
bionanocompadsitos.



ABSTRACT

This study evaluated the potential of Aspergillus strains in the extracellular synthesis
of silver nanoparticles with antimicrobial properties. The 20 Aspergillus lines were
subcultured in 2% (w/v) glycoside broth at 28 °C for seven days. After monosporic
cultivation, the morphological characteristics of Czapek agar, CYA [Czapek Dox agar and
0.5% (w/v) yeast extract] and malt extract agar (MEA) were evaluated for lineage
authentication. Molecular identification was performed using rDNA ITS region sequences.
The biomass production was done by submerged fermentation in 200 mL of MGYP extract, at
28 °C, 180 rpm. And as inoculum was added in medium 10° spores/mL medium. After 96 h,
in the mycelial extract recovered from the biomass washing AgNOs solution was added to a
final concentration of 1 mM. The synthesis reaction of the silver nanoparticles was performed
in the absence of light, at 25 °C, 180 rpm. The AgNPs were confirmed by UV-vis
spectroscopy and the characterization was performed by dynamic light scattering,
transmission electron microscopy, X-ray diffraction, X-ray dispersive energy and advanced
spectroscopy and spectroscopy methods. Escherichia coli, Staphylococcus aureus, S.
epidermidis, Candida albicans and Trichosporon beigelii were the test microorganisms used
in the antimicrobial activity of AgNPs by the agar diffusion technique and in the
determination of Minimum Inhibitory Concentration (MIC). The membrane was synthesized
by electro-spinning and the thickness was analyzed by scanning electron microscopy (SEM).
Subsequently, the AgNPs were added to the NanoMAC and the antimicrobial effect was
evaluated by the agar diffusion method. The cytotoxicity test was performed against human
fibroblasts (MRC5) by the method of Alarmar Blue® using 100 ug/ml of lyophilized AgNPs.
The alginate microspheres were synthesized by complex coacervation with incorporation of
AgNPs by the in situ and ex situ method and characterized in the SEM. The techniques used
in the authentication of Aspergillus were efficient, and the molecular tests classified the
strains in the niger and flavus groups. 70% of Aspergillus mediated the synthesis of AgNPs,
and the flavus group lineages were more effective. The AgNPs produced were more efficient
for yeasts, with CMI for T. beigelii of 0.11 ug/mL and for C. albicans of 0.22 pg/mL,
showing no toxicity against the MRC5 lineage. NanoMAC coated with AgNPs showed an
increase in antifungal activity of 24.22% when tested against C. albicans. The incorporation
of AgNPs into alginate microspheres potentiated the antimicrobial effect of these molecules,
especially the anti-yeast effect. Aspergillus isolates from Amazonian biome substrates are
promising for use in biological synthesis processes of AgNPs with relevant antimicrobial
properties, demonstrating great potential for use in the medical, pharmaceutical and cosmetic
fields.

Key words: fungi, biosynthesis, silver nanoparticle, antimicrobial, bionanocomposites.
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1 INTRODUCAO GERAL

O uso da nanotecnologia na criacdo de novos materiais vem proporcionando o
desenvolvimento de produtos e processos mais eficientes, com menor gasto de energia e
menos agressivos ao meio ambiente. A melhoria no desempenho desses novos materiais esta
associada em grande parte a reducdo do tamanho das estruturas e consequente aumento da
area superficial (Faria-Tischer and Tischer, 2012; Cavalcante, 2014).

Dentre 0s nanomateriais mais pesquisados as nanoparticulas metalicas se destacam
pois apresentam propriedades fisicas e quimicas Unicas que proporcionam sua aplicacdo em
diversas areas tais como medicina, agricultura, industria de alimentos, farmacos e outros
(Glzman et al., 2009; Cavalcante, 2014).

As nanoparticulas de prata (AgNPs) ganham especial destaque dentre as
nanoparticulas metélicas, principalmente na area biomédica e farmacéutica pois funcionam
como excelentes antimicrobianos, apresentam boas propriedades anti-inflamatérias e sdo
eficientes transportadores de farmacos (Guzman et al., 2009; Antunes et al., 2013).

Muitos pesquisadores ja relataram a utilizacdo de AgNPs para tratar infeccdes;
prevenir colonizacdo bacteriana em superficies de proteses, cateteres e materiais
odontologicos e, também no tratamento da &gua e na fabricacdo de tintas com propriedades
antibacterianas (Guzman et al., 2009; Duran et al., 2011; Antunes et al., 2013).

As solucdes coloidais de AgNPs apresentam propriedades antimicrobianas contra
diversos organismos patogénicos, bactérias Gram-positicas, Gram-negativas, fungos e virus.
Vérias pesquisas tém comprovado a acdo antagOnica de ions de prata contra mais de 650
agentes patogénicos (Petica, 2008; Rai et al., 2009; Antunes et al., 2013).

Apesar da versatilidade das nanoparticulas de prata, 0 método quimico empregado
para sintese das mesmas geram residuos toxicos que poluem o meio ambiente e perturbam o
ecossistema. Alem do mais, a utilizacdo das AgNPs obtidas por sintese quimica na
biomedicina € restrita pois possuem baixa biocompatibilidade. Uma alternativa sustentavel e
vantajosa que nao agride o ambiente é a sintese “verde” ou “eco-amigavel” das AgNPs por
sistemas biologicos (Dhanasekaran et al., 2011; Zhang et al., 2011; Kulkarni and Muddapur,
2014).

Sintese verde é a designacdo comum dada as tecnologias que utilizam produtos
quimicos atdxicos, biodegradaveis e de custo baixo para sintetizar nanomateriais, tendo como

iniciador um organismo bioldgico ou partes dele (Machado, 2011).
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Dentre os sistemas bioldgicos empregados para sintese “verde” de AgNPs, os fungos
s80 0s mais promissores pois tém tolerancia aos metais pesados, secretam grande quantidade
de enzimas e sdo economicamente viaveis (Aziz et al., 2012; Birla et al., 2013; Hulkoti and
Taranath et al., 2014). Outra vantagem é que as nanoparticulas produzidas por fungos
apresentam uma interfase biocompativel e sdo menos toxicas, uma vez que podem ser
estabilizadas por proteinas conforme foi verificado em Fusarium oxysporum (Duréan et al.,
2005).

O género Aspergillus é composto por mais de 200 espécies de fungos e devido ao
grande potencial de adaptacdo fisiologica, muitas espécies sdo importantes produtoras de
moléculas com atividade bioldgica relevante para industria. Pelo menos 27 enzimas diferentes
produzidas por espécies desse género estdo sendo comercializadas (Scazzocchio, 2009). Essa
capacidade de produzir e secretar uma ampla gama de moléculas bioativas faz dos
Aspergillus, ndo toxigénicos, o0timos candidatos para sintese biologica de nanoparticulas de
prata (Vahabi et al., 2011).

A biossintese de AgNPs por Aspergillus ja foi relatada em diversos estudos, inclusive,
de tamanho reduzido, monodispersividade e estabilidade, caracteristicas peculiares para
aplicacdo na industria farmacéutica, atributos observadas nas AgNPs de A. flavus e A. niger,
com diametro de 7 nm e 1 a 20 nm, respectivamente (Moharrer et al., 2012; Sagar and Ashok,
2012).

Entretanto, apesar dos beneficios da sintese bioldgica de nanoparticulas de prata,
Narayanan e Sakthivel (2010) destacaram que esse método tem algumas desvantagens: taxa
lenta de producéo, dificuldade de controlar o tamanho, a forma e a dispersividade. Por isso, a
busca por novos organismos e o desenvolvimento de novas metodologias para otimizacdo da
sintese biologica de nanoparticulas de prata se faz necessaria.

Além disso, a disponibilizacdo de novos compostos antimicrobianos no mercado tem
grande relevancia para a sociedade, pois a resisténcia aos antibidticos vem sendo um grave
problema de satde publica no mundo. Nesse contexto, o0 uso de nanoparticulas de prata € uma
opcdo relevante, pois tais moléculas ndo sdo toxicas para o corpo humano em baixas
concentracBes, tém acdes antibacterianas de largo espectro e 0s micro-organismos nao
conseguem desenvolver resisténcia facilmente (Sagar and Ashok, 2012; Antunes, 2013;
Kulkarni and Muddapur, 2014).

A solucéo coloidal de AgNPs pode ser combinada com diversas matrizes poliméricas

com a finalidade de prolongar a liberacdo desses antimicrobianos e aumentar sua

15



biocompatibilidade. As nanofibras eletrofiadas, por exemplo, sdo polimeros que tem grande
potencial de aplicacdo nas industrias farmacéuticas e cosméticas para a regeneracdo da pele e
orgdos, terapias de administracdo de farmacos, dentre outros (Nista et al., 2015; Segala et al.,
2015).

Outro sistema utilizado para imobilizacdo é a microencapsulacdo muito empregada na
indUstria para carrear farmacos ativos a sitios especificos no corpo humano (Freitas et al.,
2005). Dentre os sistemas biopolimeros utilizados em processos de microencapsulamento o
alginato de sodio destaca-se pois apresenta um amplo leque de aplicacdes nas areas médica e
farmacéutica, pois sdo de facil degradacdo hidrolitica e enzimatica, biocompativeis e atoxicos
(Kleinubing et al., 2014).

Embora citagdes da literatura mostrem diversas espécies de Aspergillus na sintese de
nanoparticulas séo raros os estudos sobre o potencial dos fungos de ecossistemas Amazénicos
na mediacdo da biossintese de AgNPs. Por outro lado a interacdo de AgNPs biologicas com
sistemas biopoliméricos também é uma investigacdo inédita, pois a maioria das pesquisas que
buscam o desenvolvimento de nanocompositos antissepticos utilizam AgNPs obtidas por

sintese quimica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial de linhagens de Aspergillus como fonte de nanoparticulas de prata
com atividade antimicrobiana frente a bactérias Gram-negativas, Gram-positivas e leveduras

para desenvolver estruturas biopoliméricas com propriedades assépticas.

2.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver uma metodologia eficiente, sustentavel e de baixo custo para sintese
extracelular de nanoparticulas de prata a partir de culturas de Aspergillus isoladas do
Bioma Amazonico;

e Caracterizar as nanoparticulas de prata sintetizadas por linhagens de Aspergillus de acordo
com a forma, tamanho e composicao;

e Auvaliar o potencial antibacteriano e antifingico das nanoparticulas de prata sintetizadas
por linhagens de Aspergillus frente aos micro-organismos Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Candida albicans e Trichosporon
beigelii;

e Verificar a citotoxicidade das nanoparticulas de prata sintetizadas por linhagens de
Aspergillus;

e Desenvolver estruturas biopoliméricas com propriedades antimicrobianas por meio da
incorporacdo das AgNPs em membranas eletrofiadas de acetato de celulose e microesferas

de alginato.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Nanotecnologia & Bionanotecnologia

A nanotecnologia, desenvolvida a partir da aplicacdo prética da nanociéncia, € uma
tecnologia multidisciplinar que alia os conhecimentos de diversas areas para produzir novos
materiais ou melhorar as caracteristicas de produtos ja existentes (Faria-Tischer and Tischer,
2012).

O termo nanotecnologia foi usado pela primeira vez em 1974 por Norio Taniguchi,
quando descrevia as tecnologias usadas na construcdo de materiais na escala nanométrica e
desde entdo o prefixo nano vem sendo utilizado para descrever objetos, sistemas ou
fendmenos com caracteristicas decorrentes de sua mindscula estrutura (Buzea et al., 2007;
Drexler, 2007; Cavalcanti, 2014).

Nanotecnologia pode ser definida como um campo cientifico multidisciplinar que
estuda a matéria em niveis atdémicos, moleculares ou macromoleculares buscando o
desenvolvimento, a caracterizacdo, a producdo e a aplicacdo de estruturas com forma e
tamanho na escala nanométrica (1 a 100 nm) (Bawa et al., 2005; Faria-Tischer and Tischer,
2012; Sant’anna et al., 2013).

A grande inovacdo da nanotecnologia é a criacdo e aplicacdo de nanomateriais, que
sdo estruturas com propriedades fisicas, quimicas, eletrbnicas, elétricas, mecanicas,
magnéticas, térmicas, dielétricas, opticas e bioldgicas diferenciadas dos compostos de maiores
dimensdes, essas propriedades sdo causadas em grande parte pela grande area e energia de
superficie, dessa forma os nanomateriais se tornam mais disponiveis e susceptiveis para a
interacdo com outras moléculas, células, tecidos, particulas e ions (Narayanan et al., 2010;
Faria-Tischer and Tischer, 2012).

Punjabi et al. (2015) afirmam que a nanotecnologia esta em expansao, causando um
impacto em todas as esferas da vida humana. Cavalcanti (2014) comparou o impacto dessa
nova ciéncia na economia e na sociedade com as mudancas causadas pelo desenvolvimento da
tecnologia da informacéo ou com os avancgos da biologia molecular e celular.

Nas Gltimas décadas a nanotecnologia vem se desenvolvendo tdo rapidamente que 0s
investimentos nessa area cresceram extensivamente, a previsdo para 2020 é que as

nanotecnologias movimentem aproximadamente US$ 3 trilnGes, condicdo que pode
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proporcionar o surgimento de novos empregos para cerca de 6 milhdes de trabalhadores até o
final da década (Duncan, 2011).

Uma das areas mais promissoras da nanotecnologia, a nanobiotecnologia emergiu do

cruzamento da nanociéncia com a biotecnologia e vem se tornando a ferramenta mais
utilizada na fabricacdo de nanoestruturas funcionais, pois utiliza tecnologias biossintéticas e
ambientalmente amigaveis para sintese de bionanomateriais (Niemeyer, 2006; Zhang et al.,
2007; Rai et al., 2009).
Vaérios tipos de matérias podem obtidas por meio da nanobiotecnologia, como exemplo as
nanoparticulas, que sdo definidas como sistemas coloidais poliméricos nanoestruturados
(Santos and Fialho, 2008). Percebe-se um grande interesse na utilizacdo de nanoparticulas de
prata devido as suas propriedades notaveis como boa condutividade, elevado efeito catalitico,
alta area superficial e excelente atividade antimicrobiana (Guzman et al., 2009; Antunes,
2013).

1.2 Propriedades antimicrobianas e aplica¢es das nanoparticulas de prata

O efeito antimicrobiano da prata € reconhecido hd muitos anos. Na antiguidade, a
mesma era utilizada no tratamento de queimaduras e como agente quimioterapico contra
patologias provocadas por bactérias, como a Staphylococcus aureus. Apos a descoberta da
penicilina, o uso da prata como agente bactericida diminuiu consideravelmente, porém, com a
selecdo de cepas resistentes a antibidticos, a prata voltou a despertar interesse na comunidade
cientifica em virtude do desenvolvimento de novos antimicrobianos (Chopra, 2007; Antunes
et al., 2013).

A prata em seu estado metalico € inerte, entretanto, quando em contato com a pele
Umida das feridas, fica ionizada e extremamente reativa, apresentando forte propriedade
antimicrobiana uma vez que se liga a proteinas, causa mudancas estruturais na parede celular
bacteriana e na membrana nuclear levando a morte celular. Outro mecanismo de acéo descrito
se deve a capacidade da prata ionizada se ligar a0 material genético bacteriano e inibir sua
replicacdo (Landsdown, 2002; Rai et al., 2009).

As nanoparticulas de prata também tém forte atividade antimicrobiana, muitas vezes
sdo mais eficientes do que os ions de prata, devido a area de superficie extremamente grande,

que proporciona um melhor contato com os micro-organismos (Rai et al., 2009).
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O mecanismo de acdo antimicrobiano das nanoparticulas de prata ainda ndo esta bem
elucidado, entretanto, estudos revelam que a liberagdo dos ions metalicos presentes na
superficie das AgNPs reagem com os grupos tiol e sulfidrila presentes nas proteinas,
diminuindo a permeabilidade da membrana, podendo provocar a morte celular (Rai et al.,
2009; Andrade, 2013).

Quando as AgNPs penetram no interior da célula os ions de prata liberados provocam
a desnaturacdo do DNA impedindo a divisdo celular e inativam enzimas da cadeia
respiratéria, provocando um aumento na producdo de radicais livre (Figura 1). Grandes
quantidades de espécies reativas de oxigénio (ROS), podem induzir a apoptose e

consequentemente a morte celular (Rai et al., 2009; Kon and Rai, 2013).
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Figura 1 - Interacdo da prata na escala nano com células bacterianas
Fonte: Durén et al. (2011).

1.3 Relevancia da sintese bioldgica de nanoparticulas de prata

Uma variedade de técnicas tem sido desenvolvidas para sintetizar nanoparticulas
metalicas, incluindo a reducdo quimica por NaBH4, N2Hs, NH20H, etanol, etileno glicol, e N,
N-dimetilformamida (DMF); deposicdo eletroquimica ou sonoquimica; técnicas de aerossol;
reducdo fotoquimica e irradiacdo a laser. Dentre estes 0 método quimico é o mais empregado
pois possibilita a producdo de grandes quantidades de nanoparticulas num curto periodo de
tempo com uma boa dispersdo e controle da distribuicdo de tamanho (Dhanasekaran et al.,
2011).
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Entretanto os métodos quimicos atuais para a sintese de nanoparticulas empregam
produtos quimicos toxicos, caros e muitas vezes ineficientes, produzindo residuos perigosos,
que representam um risco consideravel para o ambiente. Outra desvantagem dos métodos
quimicos é a impossibilidade de aplicacdo dessas nanoparticulas na area biomédica. Ja os
métodos fisicos, tais como deposicdo por pulverizagdo catodica, ablagdo por laser, ou
deposicéo de aglomerado de feixe sdo métodos demorados e ineficientes (Dhanasekaran et al.,
2011).

Uma alternativa para producdo de nanoparticulas de baixo custo, ambientalmente
amigavel, compativel com sistemas vivos e de facil escalabilidade esta amplamente sendo
utilizado o método bioldgico, também conhecido como método biossintético ou quimica
verde, que utiliza moléculas bioativas sintetizadas por bactérias, fungos ou plantas para
reduzir os ions de prata e estabilizar as nanoparticulas (Dhanasekaran et al., 2011; Kulkarni
and Muddapur, 2014).

O metodo biologico representa um avango sobre os demais, por ser rentavel e utilizar
tecnologia limpa. Trata-se de uma alternativa que esta se mostrando viavel para exploracdo da
sintese de nanomateriais, a exemplo das nanoparticulas com propriedades Opticas, quimicas,
fotoeletroquimicas, eletrénicas e antimicrobianas Unicas (Dhanasekaran et al., 2011; Dar et
al., 2013; Kulkarni and Muddapur, 2014).

Dentre os sistemas biologicos para producdo de nanoparticulas de prata, os fungos
apresentam inmeras vantagens sobre bactérias e plantas. Sastry et al. (2003) comentaram
que a secrecdo extracelular das moléculas que atuam na sintese de nanoparticulas € uma
caracteristica vantajosa dos fungos, considerando que as proteinas secretadas podem ser
facilmente processadas o que facilita o isolamento do biocomposto de interesse.

Além disso, é mais facil escalonar a produgdo de tais compostos em “nano fabricas”
de fungos, pois o cultivo e processamento do micélio sdao mais simples e adaptavel em
comparacdo com fermentacGes bacterianas, as quais necessitam de equipamentos sofisticados.
Outra vantagem de se utilizar fungos é que eles secretam quantidades muito mais elevadas do
biocomposto de interesse, aumentando assim significativamente a produtividade de
nanoparticulas nessa abordagem biossintética (Sastry et al., 2003; Hulkoti and Taranath,
2014).
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1.4 Sintese bioldgica de nanoparticulas de prata por fungos

Em trabalho realizado por varios pesquisadores abrangendo mais de 200 géneros
diferentes de fungos, os resultados demonstraram que tais organismos sdo 6timos candidatos
para sintese de nanoparticulas metalicas. Os representantes que mais se destacaram foram
Verticillium e Fusarium oxysporum, fungos que produziram nanoparticulas de prata de 2-20
nm e de 2-50 nm, respectivamente (Sastry et al., 2003). Sagar and Ashok (2012) relataram a
producdo de nanoparticulas de prata polidispersa, esférica, com tamanho variando de 1 a 20
nm a partir de A. niger.

Na ultima década, varios trabalhos foram publicados relatando a sintese de
nanoparticulas de prata por fungos: Cladosporium cladosporioides (10-100 nm); F.
semitectum (10-60 nm); Trichoderma asperellum (13-18 nm); T. viride (5-40nm); Penicillium
fellutanum (1-100nm); P. brevicompactum (23-105 nm); F. solani (5-35nm); F. acuminatum
(5-40 nm); A. clavatus (10-25nm); Verticillium sp. (25 nm); Phoma sp. (75nm);
Phaenerochaete chrysosporium (50-200nm) (Venkataraman et al., 2011; Prabhu and Poulose,
2012).

Apesar dos avancos na descoberta de micro-organismos produtores de nanoparticulas
de prata, 0 mecanismo exato da sintese dessas moléculas utilizando extratos fungicos ainda
ndo é bem compreendido. Alguns pesquisadores descobriram que a producao extracelular de
AgNPs de alguns fungos é mediada por uma nitrato redutase, entretanto apenas a presenca
dessa enzima ndo é suficiente (Figura 2). Duran et al. (2011) estudaram a sintese dessas
nanoparticulas a partir de extrato bruto originario de F. oxysporum e F. moniliforme, quando
concluiu que também é necessario a participacdo de uma cadeia transportadora de elétrons

para reducdo dos ions de prata.
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Figura 2 - Mecanismo hipotético da biossintese de nanoparticulas de prata por intermédio de nitrato redutase
Fonte: Durén et al. (2005)

Além de uma cadeia transportadora de elétrons, € necessario que haja secrecdo de
proteinas para que essas moléculas se liguem as nanoparticulas para formagdo de AgNPs
estaveis e monodispersas. Nesta condi¢do, os grupos carbonila dos aminoacidos podem se
ligar fortemente a prata e revestir as nanoparticulas impedindo a sua aglomeracao (Figura 3).
Hulkoti and Taranath (2014) relataram que foi possivel verificar a presenca de residuos de

aminoacidos em nanoparticulas de prata produzidas por P. brevicompactum.
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Fonte: Jain et al. (2010)

1.5 O Género Aspergillus

Aspergillus estdo representados por mais de 200 espeécies, distribuidas em todo o
mundo, a maioria tem habito saprébio e cresce em um grande nimero de substratos, desde
plantas e animais, até residuos de produtos recalcitrantes. Sdo fungos anamarficos importantes
para a saude publica, como contaminantes alimentares produtoras de toxinas, patdgenos
humanos e animais. No entanto, pela sua acdo benéfica sdo Uteis em processos
biotecnoldgicos tradicionais e modernos (Klich, 2002; Scazzocchio, 2009; Teixeira, 2011).

As espécies desse género possuem caracteristicas morfologicas bem definidas, micélio
vegetativo constituido por hifas septadas e ramificadas; estrutura de reproducdo constituida
por conidiéforos originario da célula pé que se expande em uma estrutura no formato de

vesicula fértil ou cabeca, de aspecto variado. Nesta vesicula sdo produzidas hifas na forma de
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garrafa ou agulha, denominadas de esterigma, onde se desenvolvem 0s esporos que Sao
chamados de conidios (Figura 1) (Raper and Fennell, 1977; Klich, 2002; Teixeira, 2011).

Figura 4 - Estruturas macro e micromorfolégicas de Aspergillus (forma anamorfica): (A) Colonia em agar
Czapek; (B) estrutura de reproducao (a: conidiéforo; b: vesicula com esterigma e conidios)
Fonte: Silva (2017)

Aspergillus é um anamorfico pertencente a familia Trichocomaceae, ordem Eurotiales,
subclasse Eurotiomycetidae, classe Eurotiomycetes, filo Ascomycota. A maior parte dos
Aspergillus se reproduzem assexuadamente e através da producdo de fialides e conidios em
cadeia, entretanto algumas espécies apresentam teleomorfos e se reproduzem sexuadamente
por meio da producdo de ascomas (Raper and Fennell, 1977; Klich, 2002; Scazzocchio,
2009). A taxonomia de Aspergillus é complexa e encontra-se sempre em evolugdo, entretanto
a identificacdo desse grupo tem sido tradicionalmente baseada na caracterizacdo morfologica.

Devido ao grande potencial de adaptacdo fisiologica, muitas espécies sdo importantes
produtoras de moléculas com atividade biologica relevante para industria. Scazzocchio (2009)
afirmou que os Aspergillus sdo grandes produtores de enzimas como hidrolases, lipases e
proteases, usadas em uma variedade de industrias, tais como alimentos, bebidas, detergente e
industrias de aditivos para racao animal.

Teixeira et al. (2011) ressaltaram que os Aspergillus reconhecidos como seguros
GRAS (Generally Regarded As Safe) pela Food and Drug Administration (FDA) por nédo
produzirem compostos tdxicos, sdo Uteis na industria de alimentos pois produzem varios
compostos, como enzimas, em particular pectinases, proteases, celulases, biocatalisadores de
grande utilidade na fabricacdo de alimentos e podem ser utilizados em outros processos

biologicos.
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1.6 Nanomembrana de acetado de celulose

A busca por polimeros nanoestruturados com caracteristicas antimicrobianas vem
crescendo devido ao grande potencial de utilizacdo em dispositivos que requerem um elevado
caracter anti-séptico, como por exemplo, para aplicacdes em feridas na pele (Abdelgawada et
al., 2014; Segala et al., 2015). Neste sentido as AgNPs tem sido as mais utilizadas para
revestir polimeros, devido as suas propriedades eletrdnicas, Opticas, cataliticas e
principalmente antimicrobianas (Segala et al., 2015).

As nanofibras eletrofiadas sdo polimeros que tem grande potencial de aplicacdo nas
indUstrias farmacéuticas e cosméticas para a regeneracdo da pele e 6rgdos, terapias de
administragdo de farmacos, dentre outros (Nista et al., 2015; Segala et al., 2015).

O processo de eletrofiacdo € um método simples e barato de produzir nanofibras a
partir de solucBes poliméricas. A nanofibra é formada em uma placa de metal dentro de um
campo elétrico. A solugédo polimérica e ejetada pelo embolo de uma seringa até a ponta da
agulha que esta conectada a uma fonte de alta tensdo, a gota formada é atraida para uma placa
de metal (cobre ou aluminio) aterrada por diferenca de potencial (Figura 5). A atracdo da gota
ocorre por um aumento no campo elétrico para um valor critico onde as forcas eletrostaticas
superaram a tensdo superficial, resultando em um cone oco de fluido, que é ejetado,
conhecido como o cone de Taylor. Nesse meio tempo no qual a gota se deslocada o solvente
evapora e as fibras secas sdo depositadas na forma de uma manta fina (Liu et al., 2006;
Vondran et al., 2008; Du and Hsieh, 2009; Nista et al., 2012).

A utilizacdo de nanomembranas para o tratamento de feridas na pele proporciona
maior conforto para o paciente porque reduz o nimero de aplicacbes e dosagem do
antibiotico, assim, diminuindo os efeitos colateriais. Nessas infe¢cbes as nanomembranas
também podem atuar como uma esponja absorvendo os fluidos libertados pela lesdo e

assegurando a oxigenacao através da sua rede porosa de nanofibras (Nista et al., 2013).
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Fonte: Bizarria (2014)

O acetato de celulose é um polimero que apresenta boa tenacidade, alta
biocompatibilidade e custo relativamnte baixo, além de formar facilmente peliculas com
estrutura porosa, caracteristicas que o0 tornam vantajoso para construcdo de um

nanocomposito antiséptico para tratamento de feridas (Nista et al., 2012; Segala et al., 2015).

1.7 Microparticulas de alginato de sédio

A microencapsulacdo é o processo de envolver substancias ativas ou outros compostos
em um sistema polimérico (capsulas, esferas, filmes), liberando o seu conteldo de forma
controlada e sob condigcbes especificas. Quando o sistema polimérico resulta em esferas 1 a
1000 um de tamanho sao denominadas microparticulas ou microesferas (Thies, 1995;
Kleinubing, 2014).

Os processos de obtencdo de sistemas microparticulados podem envolver métodos
fisico-quimicos e mecanicos. Dentre os métodos fisico-quimicos, destaca-se 0 processo de
coacervacdo complexa que se baseia na interacdo eletrostatica entre diferentes polimeros de
cargas opostas. Esta interacdo forma complexos insolUveis, que se concentram nas gotas

liquidas que sedimentam e se fundem para formar uma fase coacervada A deposicdo de tais
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coacervados ao redor de um nucleo forma uma barreira, promovendo a encapsulagdo
(Weinbreck et al., 2004; Kleinubing, 2014).

Um dos biopolimeros mais utilizados para sintese de microesferas é o alginato, um
polimero anidnico natural, extraido de algas castanhas (Phaeophuceae), quimicamente é
composto de cadeias lineares de acido P-D-manuronico (residuo M) e de acido a-L-
gulurdnico (residuo G) (Figura 6). Quando em presenga de policétions, forma microparticulas
com capacidade para encapsulamento de varios ativos empregados na area farmacéutica e
médica apresentando um grande potencial para aplicagio no campo nanotecnologia
(Glicksman et al., 1983; Oh et al., 2009; Kleinubing, 2014).

Figura 6 - Estrutura quimica do alginato de sddio, indicando &cido gulurénico (G) e acido manurénico (M)
Fonte: Schurks et al. (2002)

A sintese das microesferas ocorre apos adicdo de ions bivalentes de calcio a uma
solucdo aquosa de alginato de sodio resultando na formacédo de um hidrogel tridimensional

(Lawrie, 2007), conforme esquematizado na figura 7.

- /_».\0 2 /

Figura 7 - Esquema das liga¢@es cruzadas do alginato com o célcio. As esferas em preto representam os ions
Ca++, enquanto as linhas representam as cadeias de alginato
Fonte: Rodrigues (2008)
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CAPITULO 11

1. MATERIAL E METODOS

1.1 Reativacao dos Aspergillus

Os fungos selecionados para biossintese extracelular de nanoparticulas com atividade
antimicrobiana foram 20 linhagens do género Aspergillus, cedidas pela Colecdo de Culturas
DPUA da Universidade Federal do Amazonas-UFAM. A reativacdo dos Aspergillus foi feita
em caldo glicosado 2% (p/v) a 28 °C por sete dias e posteriormente o cultivo foi realizado em
CYA [agar Czapek Dox e extrato de levedura 0,5% (p/v)], em placa de Petri, a 28 °C por sete
dias (Klich and Pitt., 1988), a cultura estoque foi preservada sob refrigeracao (4 °C).

1.2 Obtencé&o de culturas monosporicas

Para obtencédo de colénias com um Unico genoma foram feitos cultivos monospaéricos
de todas as culturas fungicas viaveis de acordo com a metodologia descrita por Teixeira et al.
(1995). Esta técnica consiste na inoculacdo de uma suspensdo de esporos de concentracao
final baixa (3 esp/10 pL) em &gar dgua-agua a 28 °C, ap0s 12 horas é possivel observar a
germinacdo dos esporos, entdo, transfere-se um anico esporo germinado para agar Czapek

Dox (Cz) e posteriormente para CYA.

1.3 Autenticacao das caracteristicas macro e micromorfoldgicas

As caracteristicas macro e micromorfologicas das coldnias cultivadas nos meios agar
Czapek, agar CYA e agar extrato de malte (MEA) foram utilizadas para autenticacdo de
acordo com as chaves de identificacdo propostas por Raper and Fennel (1977) e Klich and Pitt
(1988). Para obtencdo de uma cultura Unica em placa de Petri foi utilizado o método
desenvolvido por Pitt (1991), que consiste na inoculacdo dos esporos previamente imersos

numa solucéo de agar semi-sélido adicionado de Twenn 0,05% (V/v).
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1.4 Identificagcdo molecular das linhagens de Aspergillus

As linhagens de Aspergillus que apresentaram melhor desempenho na sintese de
nanoparticulas de prata foram selecionadas para identificacdo por meio de andlises das
sequencias do DNA ribossomal. Para obtengdo da biomassa, os fungos foram cultivados em
meio Sabouraud por 72 h a 25 °C, sob agitacdo de 170 rpm. Apos este periodo a biomassa foi
separada dos residuos metabdlicos por meio de filtracdo a vacuo e congelada a -20 °C até o
momento da extracdo de DNA.

Aproximadamente 200 mg de micélio foi utilizado para extracdo de DNA (Figura 8)
pelo método de fenol-cloroférmio. A regido ITS2 (Internal Transcribed Spacer Region) e
parte das subunidades 5,8S e 28S do rDNA foram amplificadas por PCR utilizando os
iniciadores ITS-3 (5"- GCA TCG ATG AAG AAC GCA GC - 3’) desenvolvido por White et
al. (1990) e UNI-R (5’- GGT CCG TGT TTC AAG ACG - 3’) desenvolvido por Haynes et al.
(1995).

A reacdo de amplificagdo foi realizada em termociclador Eppendorf Master Cycle
utilizando os seguintes reagentes: 14,2 uL de agua ultra pura; 1 uL de DNA; 2,5 uL de
tampao da Tag DNA polimerase 10X (Tris-HCI 200 mM, KCI 500 mM); 2,5 uL de MgCl, 25
mM; 2,5 uL ANTP 2,5 mM; 1 pL do oligonucleotideo ITS-3 (5 pmol); 1 uL do
oligonucleotideo UNI-R (5 pmol) e 0,3 uL de Tag DNA polimerase 5 U.

A reacdo ocorreu com o0s seguintes ciclos de temperaturas: 1) 95 °C por 5 min, 2) 95
°C por 45's, 72 °C por 60 s, 72 °C por 60 s (40 vezes), 3) 72 °C por 5 min. Para confirmacéo
da amplificagdo do DNA, 2 pL da reagao foi submetida a uma eletroforese em gel de agarose
a 1%.

O produto da reacdo de PCR foi purificado com PEG (Polietileno Glicol) e o
sequenciamento foi realizado no Sequenciador Automatico 3500 ABI de marca Applied
Biosystem. Apos 0 sequenciamento, as amostras foram conferidas e editadas com o programa
Clustal W (BioEdit). E a confirmacdo das espécies de Aspergillus foi realizada por meio da
comparacdo das sequencias de DNA no GeneBank do NCBI (National Center for
Biotechnology Information) usando o programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

com a ferramenta BLASTn (nucleotideo-nucleotideo).
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1.5 Produc&o de compostos bioativos para sintese de AgNPs

Os Aspergillus foram cultivados em frasco de Erlenmeyer de 500 mL contendo
200 mL de meio MGYP (Extrato de malte 0,3%; glicose 1%; extrato de levedura 0,3% e
peptona 0,5 % [p/v]), por 96 h, a 28 °C, 200 rpm. Uma solucdo padronizada de esporos foi
utilizada como indculo de modo que a concentracio final no meio foi de 1 x 10° esporos/mL
de meio.

Apo6s este periodo a biomassa foi separada dos residuos metabdlicos por meio de
filtracdo a vacuo e lavada trés vezes com agua deionizada esterilizada, em seguida foi
realizada extracdo aquosa da biomassa por 72 h, a 28 °C, sob agitacdo de 200 rpm conforme
metodologia descrita por Sastry et al. (2003); Duran et al. (2007) e Vigneshwaran et al.
(2007).

1.6 Sintese bioldgica de AgNPs

Para sintese de nanoparticulas de prata foi adicionado ao extrato aquoso recuperado
uma solugdo de AgNO3 de forma a se obter uma concentracgdo final de 1 mM, a solucdo foi
incubada por 96 h no escuro, a 28 °C, sob agitacdo de 180 rpm. Dois controles negativos, um
contendo &gua destilada ao invés nitrato de prata e outro contendo apenas a solucdo de nitrato
de prata foram mantidos nas mesmas condicdes. A verificacao da sintese de nanoparticulas de
prata foi feita pela observacdo da mudanca de coloracdo da solucdo e posteriormente

confirmada por espectrometria de UV-vis (Vigneshwaran et al., 2007).

1.7 Caracterizacéo das AgNPs

A caracterizacdo das nanoparticulas de prata foi realizada no Laboratdrio de Quimica
Biologica e demais laboratorios multiusuarios do Instituto de Quimica da Universidade de
Campinas — UNICAMP, sob a supervisdo do Professor Doutor Nelson Duran, como descrito a

sequir.
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1.7.1 Espectroscopia de Ultravioleta-Visivel (UV-vis)

As bandas de absorcdo das nanoparticulas de prata sdo formadas em decorréncia do
efeito de ressonancia de plasmon de superficie (SPR), na qual a oscilagdo coletiva dos
elétrons livres, quando estimulado por um feixe de luz, entram em ressonancia com o campo
eletromagnético as ondas de luz induzindo a formacdo de um pico de absorcao (Berte, 2013;
Cavalcanti, 2014).

Os dados dos espectros de absor¢cdo das solucdes coloidais sdo importantes para
confirmacdo da formacdo das nanoparticulas, pois as AgNPs apresentam bandas de absor¢édo
na regido do Ultravioleta-Visivel tipicas que dependendo do tamanho e da forma das mesmas
podem variar de 370 até 740 nm (Hu et al., 2004; Noguez, 2007; Mansouri and Ghader 2009).
Entretanto é mais comum a formacéo de bandas de absor¢do em torno de 400 nm.

Neste estudo, as medidas dos espectros de absor¢do das AgNPS foram realizadas em
espectrofotometro de duplo feixe com resolugéo de 0,1 nm numa faixa de leitura de 200-800
nm.

1.7.2 Determinacao de diametro hidrodinamico das AgNPs e potencial zeta das solucdes

coloidais

A determinacdo do potencial zeta das solucGes de nanoparticulas € um dado
interessante pois é uma medida indireta da carga de superficie de uma particula, quanto maior
for o potencial zeta, maior sera a repulséo eletrostatica entre elas e consequentemente mais
estavel serd a dispersdao coloidal de nanoparticulas. Segundo Skoog & Roler (2002) a
estabilidade em solugdo ocorre quando o potencial zeta ¢ { <-30 mV ou { > 30 nm.

O diametro hidrodinamico das nanoparticulas foram medidos no equipamento Nano
ZS Zetasizer (Malvern Instruments, Worcestershire®, UK), em um angulo de deteccdo da luz
espalhada fixo em 173°, temperatura de 25 °C. As amostras foram diluidas dez vezes em uma
solucdo de 10 mol.L? de KCI e as medicBes realizadas em célula capilar com um caminho

otico de 10 mm. Na mesma ocasido foi determinado também o potencial zeta ({) das solugdes

de AgNPs.
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1.7.3 Determinacao do diametro e da forma das AgNPs por Microscopia Eletronica de

Transmissdo (TEM)

A microscopia eletronica de transmissao foi utilizada para verificar a forma e o
tamanho das nanoparticulas, assim como, a presenc¢a de uma camada de protecdo em volta das
mesmas, caracteristica importante para estabilidade das nanoparticulas em solucdes coloidais.

Para as andlises, as amostras foram diluidas e gotejadas em uma grade de cobre de 400
mesh e secas a temperatura ambiente. As imagens de microscopia eletrénica de transmissdo
foram obtidas no equipamento Carl Zeiss CEM 902®, operando com voltagem de aceleragéo
de 80 kV.

1.7.4 Confirmagcao da presenca de prata metalica por difracéo de Raios-X (DRX)

As amostras liofilizadas foram submetidas a anélises de difracdo de Raios-X um
difratdmetro Shimadzu, modelo XRD7000, operando com radiacdo CuKa (A = 1,54060 A),
tensdo de 40 kV, corrente de 30 mA, velocidade de varredura 2° min* e regifo de 20 entre 5 e
90°. Essa técnica possibilita a criacdo de difratogramas referentes a estrutura cristalina da
amostra devido a sua distancia interatdmica. E uma das técnicas mais utilizadas na
caracterizacdo de nanomateriais, segundo Oliveira (2011). E os picos formados podem

confirmar a presenca de prata metalica na solugcdo de nanoparticulas de prata.

1.7.5 Espectroscopia de Infra-Vermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho permite obter informacdes sobre grupos quimicos
funcionais de determinadas ligac6es, pois a maioria dos compostos quimicos apresentam um
espectro com picos bem definidos quando irradiados luz emitida na regido do infravermelho
(Jung, 2008; Berté, 2013).

Os espectros da regido do infravermelho, no modo transmitancia, foram obtidos em
espectrofotdmetro FT-IR (Bomem MB Series-B102), na faixa espectral de 4000 a 400 cm™.
Para leitura no equipamento foram confeccionadas pastilhas de brometo de potassio (KBr)
contendo 10% (cerca de 1 mg) das amostras de AgNPs previamente liofilizadas, a

compactacao foi realizada em prensa hidraulica com molde cilindrico.
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1.7.6 Energia Dispersiva de Raios-X (EDX)

A composicao elementar das AgNPs liofilizadas foi determinada em Espectrometro de
Microfluorescéncia de Raios-X (microEDX1300, Shimadzu) em cinco pontos da amostra

utilizando tenséo de aceleracéo de 15 e 50 kV e contagem de tempo de 200 segundos.

1.7.7 Espectrometria de Emisséo de Plasma (ICP)

A técnica de ICP foi utilizada para determinar a quantidade de prata na solucdo de
AgNPs. A andlise foi realizada no espectrémetro de emissdo de plasma (PerkinElmer, Optima
8000). A curva de calibragdo para o elemento analisado (Ag) foi construida a partir de nove
solugdes de nitrato de prata com concentracdes variando de 0,1 a 50 mg/L. A solugédo de

AgNPs foi diluida 10 vezes para leitura no equipamento.

1.8 Determinacao da atividade antimicrobiana das AgNPs

A atividade antimicrobiana das nanoparticulas de prata foi realizada frente a
Escherichia coli (CBAM 0001), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), S. epidermidis
(CBAM 0293), Candida albicans (DPUA1706) e Trichosporon beigelii (DPUA 210) pela
técnica de difusdo em agar (Ostrosky et al., 2008). Os cultivos dos micro-organismos teste
foram preparados em Agar Miiller-Hinton e agar Sabouraud, em placa de Petri, para bactérias
e leveduras, respectivamente.

Como inb6culo foi utilizado 100 pL de uma suspensdo celular de concentragdo
semelhante & escala de McFarland 0,5. De cada solu¢do de AgNPs foram transferidos 100 pL
para pocos de 5 mm de didmetro (Figura 14), incluindo os controles (itraconazol [50 pg/mL]
para leveduras e estreptomicina para bactérias [50 pg/mL] e AgNOz [1 mM]). As placas
foram incubadas a 37 °C por 24 h para bactérias e 48 h para leveduras. Os halos de inibicao

foram medidos no reverso da placa com auxilio de uma régua milimétrica.
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1.9 Determinacéo da Concentracdo Minima Inibitoria

A Determinagdo da Concentragdo Minima Inibitéria foi realizada de acordo com a
metodologia de microdiluicdo em caldo, descrita no documento M7-A6 e M27-A2 do CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute, 2008), frente a0os mesmos micro-organismos do
item anterior. Foram utilizadas concentragdes de 0,12 a 58,95 ug/mL. O teste foi realizado em
microplaca de 96 pogos contendo meio RPMI (Sigma ®) para leveduras e Caldo Mueller-
Hinton para bactérias. Como controle positivo foi utilizado itraconazol (para leveduras) e
estreptomicina (para bactérias). Foram realizados também o controle de crescimento dos
micro-organismos e 0s controles de esterilizacdo do meio de cultura e das solugdes de
nanoparticulas de prata.

Para confirmar se houve crescimento dos micro-organismos foi adicionado o revelador
Alarmar Blue®. e a Concentracdo Minima Inibitoria foi determinada como a menor
concentracdo da solucdo de nanoparticulas de prata onde ndo ocorreu o crescimento dos

micro-organismos.

1.10 Determinacéo de citotoxicidade in vitro

Para o ensaio de citotoxicidade foram utilizados fibroblastos humanos (MRCS5)
mantidos no meio de cultura Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com
10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e Penicilina 1% (p/v). As células foram mantidas em estufa
com injecdo de 5% de COg, a 37 °C.

A citotoxicidade foi avaliada pelo método do Alarmar Blue® (Ahmed et al.,1994). As
células foram inoculadas na concentragdo de 0,5 x 10* células por poco, em placas de 96
pocos e mantidas a 37 °C, com COz a 5%. Apds 24 horas, as células foram tratadas na
concentracdo de 100 pg/mL de AgNPs liofilizadas durante 72 horas. Como controle positivo
foi utilizada a doxorrubicina (20 uM ou 34 pg/mL) e como controle negativo DMSO (0,01%,
[V/v]). Apo6s adicdo Alarmar Blue® (0,4% [v/v]) a fluorescéncia foi medida a 465 nm e 540
nm no leitor de microplaca (DTX800 Beckman e Coulter). Os experimentos foram realizados
em triplicata. As imagens foram capturadas por meio do programa Zen 2 da Carl Zeiis
Microscopio Gmbh Company® e os dados foram analisados no programa GraphPad prism
6.0.
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1.11 Sintese de nanomembrana de acetato de celulose

A eletrofiacdo das membranas nanoestruturadas foi realizada no Laboratério de
Biomateriais da Faculdade de Engenharia Quimica-FEQ da UNICAMP, sob supervisdo da
Professora Doutora Lucia Helena Innocentini Mei.

As membranas nanoestruturadas de Acetato de Celulose (NanoMAC) foram
preparadas a partir de uma solucdo de acetato de celulose 15% (p/v) e Dimemetil
acetamida/acetona (1:2), a solucdo foi agitada por 2 h para assegurar completa
homogeneizagéo.

A NanoMAC foi sintetizada por eletrofiagdo da solucdo de acetato de celulose
utilizando uma seringa de vidro de 20 mL com agulha de ago de 4 cm de comprimento e 0,8
mm de didmetro. O polo positivo de uma fonte de alimentacdo de alta tensdo foi conectado a
agulha metalica da seringa, enquanto o fio terra foi usado para aterrar o coletor de placas de
cobre com dimensdes de 30 x 40 cm. A corrente de alimentacdo foi controlada por uma
bomba KD Scientific, Modelo 100 conectada a uma seringa. A distancia da agulha ao coletor
foi de 10 cm e a tensdo aplicada foi de 15 kV com taxa de fluxo de 1 mL.h™ . As amostras de
membrana foram recolhidas em folha de aluminio utilizada para revestir a placa de cobre
durante as experiéncias (Nista et al., 2012; Segala et al., 2015).

O revestimento da nanoMAC foi realizado por meio de lento gotejamento da solucéo
de AgNPs em discos de 5 mm da membrana nanoestruturada, até obtencdo de 6,73 g de Ag

em cada disco da nanoMAC.

1.12 Morfologia da nanomembrana de acetato de celulose

A estrutura morfologica e uniformidade da membrana de AC foi observada no
microscopio eletrénico de varredura modelo JEOL JSM-6360LV, sob vacuo, com aceleracédo
do feixe de 10 kV. As imagens foram obtidas apds metalizacdo da amostra com uma fina

camada de ouro/paléadio e o diametro da membrana de AC foi calculado no software image J.
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1.13 Atividade antimicrobiana da nanomembrana de acetato de celulose adicionada de
AgNPs

Para confirmar a acdo antimicrobiana das AgNPs incorporadas as membranas
nanoestruturadas foi realizada a atividade antimicrobiana pela técnica de difusdo em &gar
frente a linhagens de E. coli, S. aureus, C. albicans e T. beigelii por meio da técnica de
difusdo em agar citada por Ostrosky et al, (2008).

Os cultivos dos micro-organismos teste foram preparados em Agar Miller-Hinton e
agar Sabouraud, em placa de Petri, para bactérias e leveduras, respectivamente. Como in6culo
foi utilizado 100 puL de uma suspensdo celular de concentracdo semelhante a escala de Mc
Farland 0,5.

Para testar as membranas nanoestruturadas com AgNPs foram recortados circulos da
mesma com 5 mm de didmetro e depositados na superficie do meio j& inoculado com 0 micro-
organismo. Como controle foram utilizados: itraconazol [50 pg/mL] para leveduras,
estreptomicina para bactérias [50 ug/mL] ¢ AgNOs 1 mM. As placas foram incubadas a 37 °C
por 24 h para bacteérias e 48 h para leveduras, e 0s halos de inibicdo foram medidos no reverso

da placa com auxilio de uma régua milimétrica.

1.14 Sintese de microesfera de alginato

A sintese das microesferas de alginato foi realizada por coacervacdo complexa em um
Unico estagio de acordo com a metodologia adaptada de Kleinubing et al. (2014) e Chaodao et
al. (2017), utilizando AgNPs mediada por A. flavo-furcatis. Na elaboracdo das microesferas
50 mL de uma solucdo de alginato de sodio [1,75% (m/v)] foi gotejada lentamente com uma
seringa a partir de uma altura de 30 cm em uma solugéo de cloreto de calcio 2,0 % (p/v), sob
agitacdo constante.

Apos a sintese, as microesferas foram lavadas com agua ultra pura e desidratadas em
dessecador por 76h. A incorporacdo das AgNPs nas microesferas foi realizada de duas
maneiras: in situ, na qual a solucdo de AgNPs foi utilizada como solvente do alginato de
sodio e posteriormente foi realizado o gotejamento para formacdo das microesferas e ex situ
onde as microesferas, apos a secagem, foram imersas em uma solucdo de AgNPs até completa

absorcéo e posteriormente foram novamente secas em dessecador por 76 h.
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1.15 Caracterizacdo das microesferas de alginato de sédio

As microesferas foram caracterizadas por microscopia eletronica de varredura em um
equipamento LEO Electron Microscopy/Oxford (Cambridge, Inglaterra) modelo Leo 440i,
utilizando aceleracdo de 10 kV. As amostras foram posicionadas em fita metalica adesiva de
dupla face e colocadas sobre suporte metalico cilindrico. As imagens foram obtidas apos
metalizacdo da amostra no equipamento Sputter Coater EMITECH, Modelo: K450 (Kent,
Reino Unido) com uma fina camada de ouro/paladio (200 A°).

1.16 Atividade antimicrobiana da microesfera de alginato

Aproximadamente 1 g das microesferas foram utilizadas para realizagdo do ensaio
antimicrobiano contra os micro-organismos E. coli (CBAM 0001), S. aureus (ATCC 25923),
C. albicans (DPUA1706) e T. beigelii (DPUA 210), em triplicata, pela técnica de difusdo em
agar (Ostrosky et al., 2008). Os cultivos dos micro-organismos teste foram preparados em
Agar Miiller-Hinton e &agar Sabouraud, em placa de Petri, para bactérias e leveduras,
respectivamente.

Como ino6culo foi utilizado 100 pL de uma suspensdo celular de concentragao
semelhante a escala de McFarland 0,5. De cada solucdo de AgNPs foram transferidos 100 pL
para pogos de 5 mm de diametro, incluindo os controles (itraconazol [50 pg/mL] para
leveduras e estreptomicina para bactérias [50 pg/mL]. As placas foram incubadas a 37 °C por
24 h para bactérias e 48 h para leveduras. Os halos de inibi¢cdo foram medidos no reverso da

placa com auxilio de uma régua milimétrica.

1.17 Anadlise estatistica

Todos os testes foram realizados em triplicata e os resultados foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Tukey para 0s grupos experimentais. A
diferenca entre a média dos grupos foi considerada significativa quando p > 0,05 (software
MiniTab versdo 17.0). Os dados relativos a caracterizacdo das AgNPs pelas técnicas de
espectroscopia e espectrometria foram plotados no software origin pro 8.5.1 SR2. E os dados

da citotoxicidade foram analisados no programa GraphPad prism 6.0.
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RESUMO

Neste estudo foi avaliado o potencial de linhagens de Aspergillus na sintese extracelular de
nanoparticulas de prata com propriedades antimicrobianas. As 20 linhagens de Aspergilllus
foram subcultivadas em caldo glicosado 2% (p/v) a 28°C por sete dias. Apds cultivo
monosporico foram avaliadas as caracteristicas morfologicas das culturas em agar Czapek,
CYA [agar Czapek Dox e extrato de levedura 0,5% (p/v)], e agar extrato de malte (MEA)
para autenticacdo das linhagens. A identificacdo molecular foi realizada utilizando sequencias
da regido ITS do rDNA. A producdo de biomassa foi feita por fermentacdo submersa em 200
mL de extrato de MGYP, a 28 °C, 180 rpm. E como in6culo foi adicionado no meio
10%sp/mL de meio. Apds 96h, no extrato micelial recuperado da lavagem da biomassa foi
adicionado solugdo de AgNO3z até concentracdo final de 1 mM. A reagdo de sintese das
nanoparticulas de prata foi realizada auséncia de luz, a 25 °C, 180 rpm. Para confirmacéo da
sintese de AgNPs foi realizada varredura no espectrofotdmetro de Uv-vis (200 a 800 nm).
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Candida albicans e
Trichosporon beigelii foram 0s micro-organismos teste utilizados na atividade antimicrobiana
das AgNPs pela técnica de difusdo em agar. As técnicas utilizadas na autenticacdo dos
Aspergillus foram eficientes, e os testes moleculares classificaram as linhagens nos grupos
niger e flavus. Da totalidade de Aspergillus, 70% foram mediadores da sintese de AgNPs,
sendo que desse quantitativo, 60% sdo grupo flavus e 10% do grupo niger. As linhagens mais
eficientes na producdo de AgNPs foram A. flavo-furcatis DPUA 1451 e A. oryzae DPUA
1624. Todas as AgNPs inibiram o crescimento de pelo menos um dos micro-organismos teste.
Os Aspergillus isolados de substratos do bioma Amazdnico sdo promissores para utilizacdo
em processos de sintese biolégica de AgNPs com propriedades antimicrobianas relevantes,
demostrando grande potencial para utilizacdo na area médica, farmacéutica e cosmética.

Palavras chave: fungos, sintese biologica, nanoparticula de prata.
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INTRODUCAO

Uma das areas mais promissoras da nanotecnologia, a nanobiotecnologia que emergiu
da interagdo entre nanociéncia e biotecnologia ja esta sendo uma ferramenta utilizada na
fabricacdo de nanoestruturas funcionais associando tecnologias biossintéticas ambientalmente
amigaveis para sintese de bionanomateriais (Niemeyer, 2006; Zhang et al., 2007; Rai et al.,
2009).

A nanobiotecnologia proporciona a fabricacdo de varios tipos de matérias, como
exemplo as nanoparticulas de prata (AgNPs) que tem aplica¢fes na industria de eletrdnicos,
alimentos, farmacéutica, medicina, cosméticos, entre outras (Zoromodian et al., 2016; Zhang
et al., 2016).

A sintese de nanoparticulas pode ser realizada por meio de métodos fisicos, quimicos e
biologicos. Os metodos apresentam baixo rendimento, alto consumo de energia, contaminagédo
por solvente e falta de distribuicdo uniforme (Kruis et al., 2000; Tien et al., 2008; Zhang et al.,
2016). Ja os quimicos utilizam como agentes redutore solventes organicos e inorganicos tais
como citrato, boro-hidreto, tio-glicerol e 2-mercaptoetanol que sdo toXicos e perigosos para o
ambiente (Mallick et al., 2004; Abbasi et al., 2016; Zhang et al., 2016).

Para superar as deficiéncias dos métodos fisicos e quimicos surgiu o método
biologico; a sintese de nanoparticulas mediada por seres vivos mostrou-se uma abordagem
simples, econdmica, confidvel e ambientalmente amigavel. Diversos sistemas bioldgicos
incluindo bacteérias, fungos, extrato de plantas e pequenas biomoléculas como vitaminas e
aminoacidos emergiram como metodo alternativo para sintese quimica de AgNPs
(Kalishwaralal et al., 2008; Gurunathan et al., 2014; Zhang et al., 2016).

A sintese de nanoparticulas estd entre as areas cientificas mais interessantes da
pesquisa, € hd uma crescente atencdo para sintetizar nanoparticulas usando métodos
ambientalmente amigaveis (quimica verde) (Abbasi et al., 2016).

Nesse enfoque, os fungos filamentosos despontam como potenciais bio-fabricas para
producdo de nanoparticulas metalicas em funcdo do crescimento rapido, cultivo em larga
escala, secrecdo de proteinas com elevado poder redutor e producdo de biomoléculas que
estabilizam as nanoparticulas (Duran et al., 2011; Tarafdar and Raliya, 2013; Phanjom and
Ahmed, 2015).

O género Aspergillus é composto por mais de 200 espécies de fungos e devido ao

grande potencial de adaptacdo fisiologica, muitas espécies sdo importantes produtoras de
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moléculas com atividade bioldgica relevante para industria. Pelo menos 27 enzimas diferentes
produzidas por espécies do género estdo sendo comercializadas (Scazzocchio, 2009). Essa
capacidade de produzir e secretar uma ampla gama de moléculas bioativas faz dos
Aspergillus, ndo toxigénicos, 6timos candidatos para sintese biolégica de nanoparticulas de
prata (Vahabi et al., 2011).

Embora citagdes da literatura mostrem diversas espécies de Aspergillus na sintese de
nanoparticulas, sdo raros os estudos sobre o potencial dos fungos de ecossistemas
Amaz6nicos na mediacdo da biossintese de AgNPs. Dessa forma nesta pesquisa foi avaliado o
potencial dos Aspergillus da Amazonia brasileira como fonte de moléculas mediadoras da

sintese de nanoparticulas de prata com atividade antimicrobiana.

MATERIAL E METODOS

Reativacdo dos Aspergillus

Os fungos selecionados para biossintese extracelular de nanoparticulas com atividade
antimicrobiana foram 20 linhagens do género Aspergillus, cedidas pela Colecdo de Culturas
DPUA da Universidade Federal do Amazonas-UFAM (Tabela 1). A reativacdo dos
Aspergillus foi feita em caldo glicosado 2% (p/v) a 28 °C por sete dias e posteriormente o
cultivo foi realizado em CYA [agar Czapek Dox e extrato de levedura 0,5% (p/v)], em placa
de Petri, a 28°C por sete dias (Klick e Pitt., 1988), a cultura estoque foi preservada sob

refrigeracdo (4 °C).
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Tabela 1. Linhagens de Aspergillus do acervo da Colecdo de Culturas DPUA selecionadas.

Codigo DPUA Fungo
398 Aspergillus niger
399 Aspergillus niger
478 Aspergillus pulverulentus
542 Aspergillus japonicus
613 Aspergillus japonicus
1451 Aspergillus flavo-furcatis
1455 Aspergillus pulverulentus
1461 Aspergillus flavo-furcatis
1465 Aspergillus flavo-furcatis
1473 Aspergillus awamorii
1493 Aspergillus flavo-furcatis
1539 Aspergillus flavo-furcatis
1540 Aspergillus flavo-furcatis
1608 Aspergillus flavo-furcatis
1622 Aspergillus flavo-furcatis
1623 Aspergillus flavo-furcatis
1624 Aspergillus oryzae
1631 Aspergillus flavo-furcatis
1727 Aspergillus japonicus
T3D1 Aspergillus sp.

Obtencédo de culturas monosporicas

Para obtencdo de coldnias monospdricas os Aspergillus foram cultivados em agar-
agua, a 28 °C. Apo6s 12 h um dnico esporo germinado foi transferido para dgar Czapek (Cz)
(Teixeira et al., 1995).

Autenticacdo das linhagens de Aspergillus macro e micromorfol6gicas
A confirmacdo das caracteristicas macromorfoldgicas das linhagens de Aspergillus foi

realizada nos cultivos em Czapek, CYA e agar extrato de malte (MEA) de acordo com a
Raper and Fennell (1977) Klick and Pitt (1988).
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Identificacdo molecular das linhagens de Aspergillus

As 20 linhagens de Aspergillus foram identificadas pelas analises das sequencias de
DNA ribossomal. Os fungos foram cultivados em agar Sabouraud por 72 h, a 28 °C, & 150
rpm. ApOs este periodo a biomassa foi separada do sobrenadante por filtracdo a vacuo e
congelada a -20 °C até o momento da extracdo de DNA.

Aproximadamente 200 mg de micélio foi utilizado para extracdo de DNA pelo método
de fenol-cloroférmio. A regido 1TS2 (Internal Transcribed Spacer Region) e parte das
subunidades 5,8S e 28S do rDNA foram amplificadas por PCR utilizando os iniciadores ITS-
3 (5"-GCA TCG ATG AAG AAC GCA GC-3’) desenvolvido por White et al. (1990) e UNI-
R (5’-GGT CCG TGT TTC AAG ACG-3’) desenvolvido por Haynes et al. (1995).

A reagdo foi realizada em termociclador MyGenie 96 ThermalBlock da Bioneer
utilizando os seguintes reagentes: 14,2 upL de 4gua Milli-Q; 1 pL das células
desnaturadas/DNA; 2,5 uL de tampdo da Taq DNA polimerase 10X (Tris-HCI 200 mM, KCI
500 mM); 2,5 uLL de MgClz 25 mM; 2,5 uLL ANTP 2,5 mM; 1 pL do oligonucleotideo 1TS-3 (5
pmol); 1 uL do oligonucleotideo UNI-R (5 pmol) e 0,3 uL de Taq DNA polimerase 5 U. As
condicdes da amplificagdo foram: 95 °C por 5 min, 95 °C por 45 s, 72 °C por 60 s, 72 °C por
60 s (40 vezes) 72 °C por 5 min. Para confirmagdo da amplificagdo do DNA, 2 uL da reagao
foi submetida a uma eletroforese em gel de agarose a 1% (p/v).

O produto da reacéo de PCR foi purificado com PEG e a reacdo de sequenciamento foi
realizada no sequenciador Automatico 3500 ABI de marca Applied Biosystem nas mesmas
condicdes do ciclo anterior utilizando o kit BigDye® Terminator v 3.1. Em seguida as
amostras foram conferidas e editadas com o programa ClustalW (BioEdit versdo 7.2.5.0). A
confirmacdo a nivel de espécie foi realizada por comparacdo das sequencias de DNA no
GeneBank do NCBI (National Center for Biotechnology Information) usando o programa
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) com a ferramenta BLASTn (nucleotideo-

nucleotideo).

Producao de compostos bioativos

Os Aspergillus foram cultivados em frasco Erlenmeyer de 500 mL, contendo 200 mL

de meio MGYP (Extrato de malte 0,3%; glicose 1%; extrato de levedura 0,3% e peptona 0,5%

[p/V]), a 28 °C, 180 rpm. Uma suspensdo 1 x 10° esporos/mL de meio foi utilizada como
indculo.

56



Apo6s 96 h a biomassa foi separada do sobrenadante por filtragdo a vacuo. Em seguida
a biomassa foi lavada trés vezes com agua deionizada esterilizada e acondicionada em frascos
erlenmeyer contendo 200 mL &gua ultra pura. A obtencdo do extrato aquoso foi realizada por
72 h, a28°C, a 180 rpm (Sastry et al., 2003; Duran et al., 2007; Vigneshwaran et al., 2007).

Sintese biol6gica de AgNPs

No extrato aquoso recuperado foi adicionada a solugéo de nitrato de prata (AgNO3) 1
M para obtencdo da concentracdo final de 1 mM. A reacgéo e os controles (extrato aquoso com
agua destilada e AgNOz 1 mM) foram incubados por 96 h, na auséncia de luz, a 25 °C, 180
rpm. A observacdo da mudanca de coloragéo da reacao indicou a sintese de nanoparticulas de
prata. A confirmacgdo foi realiada por espectrometria de UV-vis em espectrofotdmetro de
duplo feixe com resolugéo de 0,1 nm numa faixa de leitura de 200-800 nm (Vigneshwaran et
al., 2007).

Determinacdo de diametro hidrodinaico das AgNPs e potencial zeta das solucdes

coloidais.

O diametro hidrodindmico das nanoparticulas foi medido no equipamento Nano ZS
Zetasizer (Malvern Instruments, Worcestershire, UK), em um angulo de deteccdo da luz
espalhada fixo em 173°, temperatura de 25 °C. As amostras foram diluidas 10 vezes em uma
solugdo de 10° mol.L? de KCI e as medicGes realizadas em célula capilar com um caminho
6tico de 10 mm. Na mesma ocasido foi determinado também o potencial zeta ({) das solugdes

de AgNPs.

Determinacéo da atividade antimicrobiana das AgNPs

A atividade antimicrobiana das nanoparticulas de prata foi realizada frente a
Escherichia coli (CBAM 0001), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), S. epidermidis
(CBAM 0293), Candida albicans (DPUAL1706) e Trichosporon beigelii (DPUA 210), em
triplicata, por difusdo em agar (Ostrosky et al., 2008).
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Os cultivos dos micro-organismos teste foram preparados em Agar Miiller-Hinton e
agar Sabouraud, em placa de Petri, para bactérias e leveduras, respectivamente. Como inéculo
foi utilizado 100 pL de uma suspensdo celular de concentragdo semelhante a escala de Mc
Farland 0,5. De cada solu¢cdo de AgNPs foram transferidos 100 pL. para pocos de 5 mm de
didmetro, incluindo os controles (itraconazol [50 pug/mL] para leveduras e estreptomicina para
bactérias [50 pg/mL] e AgNOs 1 mM). As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h para
bactérias e 48 h para leveduras. Os halos de inibi¢do foram medidos no reverso da placa com

auxilio de uma régua milimétrica.

RESULTADOS

Caracteristicas macro e micromorfologicas

Das 20 linhagens de Aspergillus reativadas, 100% apresentaram as caracteristicas
morfologicas tipicas das espécies e as estruturas vegetativas e de reproducdo de acordo com
as citacOes de Raper e Fennell (1977) e Klick e Pitt (1988) (Figuras 1 e 2, Tabela 2).

A técnica de obtencdo de culturas monospdricas proporciona a reducdo das variagdes
morfo-fisiologicas, bioquimicas e genéticas evitando a pleomorfizacdo e formacdo de setores
nas culturas (Poloni et al., 2008). Todas as linhagens de Aspergillus do grupo flavus (100%)
expressaram as caracteristicas tipicas das espécies no cultivo monosporico, entretanto duas
linhagens (20%) de Aspergillus do grupo niger apresentaram grande variacdo morfologica,
caracteristica que inviabilizou as analises posteriores das mesmas, sendo dessa forma

substituidas por outras duas linhagens de Aspergillus do grupo flavus.
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Figura 1. Aspergillus do grupo niger cultivados a 28 °C por 7-10 dias em &gar CYA, CZ e Malte, respectivamente.
Microestrutura reprodutiva corada com azul de lactofenol (400X).
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Figura 2. Aspergillus do grupo flavus cultivados a 28 °C por 7-10 dias em 4gar CYA, CZ e Malte, respectivamente.
Microestrutura reprodutiva corada com azul de lactofenol (400X).

60



Tabela 2. Caracteristicas macro e micromorfolégicas de Aspergillus do grupo niger e flavus em meio CZ
segundo Raper e Fennell (1977) observadas nas linhagens autenticadas.

Cadigo
DPUA

Espécie

Caracteristicas macroscopicas

Caracteristicas microscopicas

398 e 399

478 e 1455

542, 613 e
1727

1473

1451,
1465,
1539, 1540,
1608, 1622,
1623 e 1631

1461,
1493,

1624

Aspergillus
niger

Aspergillus
pulverulentus

Aspergillus
japonicus

Aspergillus
awamorii

Aspergillus
flavo-furcatis

Aspergillus
oryzae

Diametro da colénia de 2,5 a 3,0
cm; micélio branco a amarelo
claro, reverso incolor ou amarelo
claro, pouco ou nenhum exudado
(quando presente incolor).

Diadmetro da colénia de 3,0 a 4,0
cm; micélio floculento alto,
esporulacdo abundante no centro
de coloracdo preto acinzentado;
reverso branco; pouco exudado.

Diadmetro da colénia de 5,0 a 6,0
cm (crescimento rapido); micélio
denso, branco, irregular, enrugado,
com tons de roxo-marron ou roxo-
preto; esclerocio claro; reverso
branco a amarelo esverdeado.

Didmetro da coldnia de 5 a 7 cm
(crescimento  rapido);  micelio
enrugado, branco, flocoso, rigido.

Didmetro da col6nia de 6,0 a 7,0
cm; coloracédo verde oliva escuro a
marron oliva quando jovem;
micélio denso, algodonoso;
margens um pouco irregulares;
exudado incolor depois marron;
reverso incolor ou com tons claros.

Diametro da colénia de 5,0 a 6,0
cm (crescimento rapido); micélio
denso, aéreo, algodonoso com tons
de verde claro depois oliva ou
verde amarelado-citrino, reverso
branco.

Cabecas conidiais largas inicialmente
globosas tornando-se posteriormente
radiada (700 a 800 pm de didmetro);
Conidiéforo de 15 pm a 3,0 mm;
esterigma  bisseriado; conidios com
cristais.

Cabecas conidiais largas e negras,
globosa a radiada (600 a 700 um de
diametro); conidioforos de 7 a 8 mm;
esterigma  bisseriado; conidios com
ornamentagdo em forma de estrias.

Cabecas conidiais variaveis, pequenas
radiadas ou colunar (600 a 700 um de
didmetro); Conididforos de 500 a 700
um; vesiculas globosas e esterigma
uniseriado.

Cabecas conidiais globosas, radiada ou
colunar (100-300 pm de didmetro);
conidiéforos com parede grossa (2 pum)
de 200 um a 3 mm de comprimento;
esterigma bisseriado. Conidios globoso
a subgloboso com didmetro de 3,5 a 6

pm.

Cabecas conidiais globosas a radiada
(300-500 um de didmetro); conididforos
eretos de 1 a 4 mm de comprimento;
vesiculas em forma de baldo a sub-
globosa (variando de 15 a 50 um de
didmetro; esterigma bisseriado
(ocasionalmete  bhisseriado); conidios
piriformes a cilindricos (6 a 8 um de
tamanho).

Cabecas conidiais radiadas (150 a 300
um); conidiéforos de 1 a 5 pum;
vesiculas subglobosas; esterigma uni ou
bisseriado; conidios piriformes ou
eliptico quando jovens e globoso a
subgloboso quando maduros.
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As caracteristicas morfolégicas comumente expresas no género Aspergillus séo:
conidi6foro com a base em forma de “T” ou “L” conhecida como célula pé; e formagdes de
vesiculas globosas nas extremidades dos conidi6foros, na qual as células conidiogénicas séo
formadas (metula ou/e fialide) (Raper e Fennell, 1977; Teixeira et al. (org), 2011). E apesar da
identificacdo das espécies de Aspergillus ser mais complexa, tradicionalmente baseada em
uma série de caracteristicas macro e micromorfologicas, esse método é confiavel uma vez que
as estruturas reprodutivas do género sdo observadas com facilidade nos meios de cultura
indicados na literatura especializada.

Autores ressaltam a importancia da identificacdo baseada em caracteristicas
morfolégicas como ferramenta primaria e essencial para identificacdo das espécies de
Aspergillus. Nos laboratorios que realizam exames micoldgicos, por exemplo, a identificacdo
morfologica ainda é o principal método utilizado por pesquisadores/técnicos (Mcclenny,
2005; Diba, et al 2007; Bandh, 2012). Simdes et al. (2013) e Silva et al. (2015) também
comentaram que a metodologia classica esta sendo de grande valor para a identificacdo de
espécies quando integrada a abordagem polifasica.

Identificacdo molecular das linhagens de Aspergillus

A comparacdo das sequencias de rDNA das 20 culturas reativadas com as depositadas
no GeneBank usando o programa BLAST confirmou que 100% das linhagens sdo do género
Aspergillus. Também foi possivel diferenciar as linhagens pertencentes ao grupo flavus (12) e
as do grupo niger (8) confirmando a identificacdo morfologica conforme a classificacdo de
Raper e Fennell (1977) (Figura 3).

Aspergillus
do grupo
niger
40%

Aspergillus
do grupo
flavus
60%

Figura 3. Classificacdo das linhagens de Aspergillus de acordo com a comparacdo das sequencias de rDNA com
as sequencias depositadas no banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information).
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As sequencias obtidas do rDNA (ITS2 e parte das subunidades 5,8S e 28S) ndo foram
muito eficientes para diferenciacéo a nivel de espécie dentro dos grupos de Aspergillus niger e
flavus. Apenas duas (A. niger DPUA 398 e DPUA 399) das oito linhagens do grupo niger
foram identificadas com sucesso e uma (A. oryzae DPUA 1624) das 12 das linhagens do
grupo flavus foram identificadas de acordo com a classificacdo de Raper e Fennell (1977)
(Tabela 3).

Tabela 3. Comparagdo de sequencias com o banco de dados do NCBI (National Center for
Biotechnology Information).

Cddigo | ldentificacdo Identificagdo Molecular

DPUA morfolégica (Resultado BLASTN) Similaridade | Numero de acesso

398 Aspergillus niger | Aspergillus niger 99% KX664417.1
399 Aspergillus niger | Aspergillus niger 99% KM386440.2
1624 | Aspergillus oryzae | Aspergillus oryzae 99% KT964480.1

A regido ITS é constituida por uma sequencia de RNA nédo funcional (ITS1 e ITS2)
situada entre os RNAs ribossémicos estruturais (18S, 5,8S e 28S) e tem sido fortemente
utilizada, desde o inicio da década de 1990, em métodos moleculares e estudos ecoldgicos de
fungos, devido ao alto grau de variabilidade interespecifica (Bruns et al., 1991; Liew et al.,
1998; Das and Deb, 2015; Zhao et al., 2015).

Recentemente, a regido ITS foi considerada pela Subcomissdo Internacional de
Codigo de Barras Fungico como regido padrdo para identificacdo de espécies de fungos
devido, em grande parte, a presenca de um banco de dados rico e atualizado necessario para
andlise de dados (Schoch et al., 2012; Das and Deb, 2015; Filippis et al., 2017).

Apesar da grande versatilidade da regido ITS, o sequenciamento dessa regido nem
sempre € suficiente para discriminar as espécies de um grupo taxonémico. Rodrigues et al.
(2011) analisaram a sequencia de 32 isolados de Aspergillus da secdo flavi e concluiram que a
identificacdo molecular usando uma Unica sequéncia de DNA ndo conseguiu discriminar
claramente entre espécies muito proximas na secdo de Aspergillus flavi. Em outra
investigacdo realizada por Silva et al. (2015) utilizando abordagem polifasica para
identificacdo de 35 isolados de Aspergillus da secdo flavi também afirmaram que a regido ITS

ndo foi suficientemente poderosa para a discriminacdo dos isolados avaliados.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/926663030?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D3WV2DDW013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/949478547?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D3WK8YA1013

Os dados apresentados nesta pesquisa reforcam a importancia da identificacdo
morfologica e a necessidade de conciliar a taxonomia cléssica com outros métodos de

identificacdo para obtencdo de um resultado confiavel.

Sintese biol6gica de AgNPs

Nesta pesquisa, quando foram avaliadas as 20 linhagens de Aspergillus do grupo niger
e flavus constatou-se por meio de observagdo visual que 75% (15) dos extratos aquosos das
biomassas reduziram os ions de prata (Tabela 4). A biorreducdo da prata pode ser detectada
pela mudanca de coloracdo da solucdo apds a adicdo do nitrato de prata (Figura 4). A
alteracdo da cor da solucdo demostrou que os ions de prata reagiram com alguma molécula
sintetizada pelos fungos possivelmente promovendo a reducgdo dos ions de prata, sugerindo a
formacdo de nanoparticulas de prata (Selvakumar and Suriyaraj, 2013).

Figura 4. (A) Extrato aquoso da biomassa dos Aspergillus. (B): Reagdo do extrato aquoso da biomassa de
Aspergillus ap6s adigdo AgNO3 [1 mol.L*] demostrando a mudanca de coloragéo para amarelo escuro apds 96 h
de reaco.

O processo de reducdo dos ions de prata para formacéo de nanoparticulas ainda ndo foi
totalmente desvendado, entretanto Duran et al. (2011) num estudo realizado com Fusarium
oxysporum e F. moniliforme concluiram que a producéo extracelular de AgNPs é mediada por
uma nitrato redutase, sendo necessario também a participacdo de uma cadeia transportadora
de elétrons para redugdo completa dos ions de prata.

Todos os extratos aquosos da biomassa das linhagens de Aspergillus do grupo flavus
(100%), analisadas neste estudo, na reagdo com nitrato, reduziu os ions de prata, confirmando
o0 potencial dos representantes desse grupo de fungos na sintese biol6gica de nanoparticulas de
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prata. Quanto as solucbes aquosas dos Aspergillus do grupo niger apenas trés linhagens

(37,5%) reduziram os ions de prata. Provavelmente estes resultados estdo relacionados a

fisiologia dos fungos, aos nutrientes e as condi¢cBes de cultivo a que foram submetidos

experimentalmente.

Tabela 4. Mudanca de coloracdo dos extratos aquosos apos reagdo com
AgNO; [1 mol.L?] (96 h de incubacéo).

Cadigo Fungo Mudanca de coloracgdo dos
DPUA extratos aquosos dos fungos
5 398 Aspergillus niger Amarelo escuro
2 399 | Aspergillus niger N/D*
§ 478 Aspergillus pulverulentus | Amarelo escuro
S 542 Aspergillus japonicus N/D*
2 613 Aspergillus japonicus N/D*
% 1455 | Aspergillus pulverulentus | Amarelo
§- 1473 | Aspergillus awamorii N/D*
1727 | Aspergillus japonicus N/D*
1451 | Aspergillus flavo-furcatis | Marrom
1461 | Aspergillus flavo-furcatis | Marrom acinzentado
o 1465 | Aspergillus flavo-furcatis | Marrom acinzentado
:_? 1493 | Aspergillus flavo-furcatis | Amarelo escuro
8 1539 | Aspergillus flavo-furcatis | Amarelo claro
E’ 1540 | Aspergillus flavo-furcatis | Marrom acinzentado
; 1608 | Aspergillus flavo-furcatis | Marrom acinzentado
% 1622 | Aspergillus flavo-furcatis | Marrom acinzentado
2 1623 | Aspergillus flavo-furcatis | Marrom acinzentado
< 1624 Aspergillus oryzae Marrom
1631 | Aspergillus flavo-furcatis | Cinza Amarronzado
T3D1 Amarelo escuro

Aspergillus sp.

* N/D: Nao detectado mudanca de cor para tons amarelos ou

marrons

Caracterizacao das AgNPs

Espectros de UV-vis

Na tabela 5 encontram-se os dados da leitura em UV-vis das solu¢des aquosas das 20

linhagens de Aspergillus ap6s reacdo com nitrato de prata. As suspensfes apresentaram
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bandas plasménicas com pico de absorvancia na faixa de 401 a 463 nm. Varios estudos
comprovaram que as nanoparticulas de prata formam bandas de absor¢do com picos na faixa
de 400 nm e, dependendo do formato e do tamanho das mesmas podem apresentar picos
desde 370 nm (para formatos em bastdo) até 600 nm (para formatos em cubos e triangulares).
Entretanto, o intervalo mais citado na literatura esta entre 400-430 nm para nanoparticulas
com formato esférico (Norguez, 2007; Gonzéles et al., 2007; Mansouri and Garder, 2009).

Os parametros dos espectros de UV-vis do extrato micelial apds adicdo de AgNOs [1
mol.L™?] confirmaram que houve formacgdo de nanoparticulas de prata em 14 (70%) das
solucBes testadas, desse quantitativo, 60% sdo originaria de Aspergillus do grupo flavus e
10% do grupo niger.

Zomorodian et al. (2016) em um estudo realizado com quatro espécieis de Aspergillus,
dentre elas A. niger e A. flavus confirmaram que ambas foram capazes de mediar a sintese

extracelular de AgNPs.

Tabela 5. Par@metros dos espectros de UV-vis do extrato aquosos da biomassa dos Aspergillus + AgNO3
[1 mol.L!] obtidos ap6s 96 h de reacdo

Cédigo DPUA Fungo Pons:)agfr:g?!ad?ntrgnda Pico de ,(A;It.)af))rvéncia
398 Aspergillus niger 433 0,65
399 Aspergillus niger B -

478 Aspergillus pulverulentus B -

542 Aspergillus japonicus B -
613 Aspergillus japonicus B -
1451 Aspergillus flavo-furcatis 450 7,31
1455 Aspergillus pulverulentus 405 0,271
1461 Aspergillus flavo-furcatis 463 2,56
1465 Aspergillus flavo-furcatis 455.9 4,94
1473 Aspergillus awamorii - -
1493 Aspergillus flavo-furcatis 426 3,42
1539 Aspergillus flavo-furcatis 420.9 1,03
1540 Aspergillus flavo-furcatis 424.9 5,26
1608 Aspergillus flavo-furcatis 432 6,41
1622 Aspergillus flavo-furcatis 432 6,16
1623 Aspergillus flavo-furcatis 455.9 4,66
1624 Aspergillus oryzae 447 6,71
1631 Aspergillus flavo-furcatis 428.9 2,09
1727 Aspergillus japonicus - -
T3D1 Aspergillus sp. 401 1,375
() negativo
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O padréo dos espectros das solucbes de nanoparticulas (Figuras 5 e 6) mostram a
presenca das bandas plasmdnicas tipicas de nanoparticulas de prata. Essas bandas s&o
formadas segundo Berter (2013) em decorréncia do efeito de ressonancia de plasmon de
superficie (SPR) pela oscilagdo coletiva dos elétrons livres quando estimulado por um feixe
de luz.

Todas as solucbes de AgNPs dos Aspergillus do grupo flavus (100%) apresentaram a
banda plasménica tipica das nanoparticulas de prata (Figura 5A), confirmando assim a
mediacdo da sintese de AgNPs.

A figura 5 mostra que as bandas de maior intensidade e com pico mais estreito,
caracteristicas desejaveis, sdo observadas nos espectros de Uv-vis das AgNPs produzidas
pelos Aspergillus DPUA 1451, 1540, 1608, 1622, e 1624. Segundo Zomorodian et al. (2016)
a intensidade do pico esta relacionada com a quantidade de AgNPs produzidas, afirmativa que
revela A. flavo-furcatis DPUA 1451 e A. oryzae DPUA 1624 como as linhagens mais
eficientes na producdo de AgNPs.

Das oito linhagens de Aspergillus do grupo niger apenas dois apresentaram as bandas
plasménicas tipicas das AgNPs (Figura 6). Os espectros de absorcdo de Uv-vis das AgNPs
produzidas pelos fungos DPUA 398 e 1455 demonstraram gque 0s mesmos tém potencial para
sintetizar nanoparticulas de prata, entretanto, em intensidade menor do que os fungos do
grupo flavus analisados neste estudo. Roy e Das (2015) em uma revisdo sobre especies de
Aspergillus produtores de AgNPs destacaram 40 linhagens de Aspergillus produtoras de
AgNPs, destas apenas sete eram do grupo niger e 20 do grupo flavus, demostrando que 0s

Aspergillus deste Gltimo grupo sdo melhores mediadores na sintese bioldgica de AgNPs.
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Figura 5. Espectros de absor¢do das nanoparticulas de prata sintetizadas a partir dos extratos aquosos da

biomassa de Aspergillus flavo-furcatis (A) e Aspergillus oryzae e Aspergillus sp. (B), medidos ap6s 96 h de
reacao.
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Figura 6. Espectros de UV-vis do extrato aquoso da biomassa de Aspergillus do grupo niger adicionado de
AgNOs; apds 96 h de reacao.

Diametro hidrodinamico das AgNPs e potencial zeta das solucdes coloidais

A determinacdo do diametro hidrodindmico das nanoparticulas de prata sintetizadas
pelos Aspergillus mostrou que as suspensdes possuem moléculas com diametro médio entre
49 e 86 nm e que sdo, na maioria, monosdispersas, com indice de polidispersividade (Pdi)
menor que 0,3 (Tabela 6).

O potencial zeta das solucdes de AgNPs mediada por Aspergillus foi negativo
variando de -0,98 e -28,7. Segundo Andrade (2013) a estabilizacdo eletrostatica ocorre

quando o potencial zeta ¢ { <-30 mV ou { > 30 nm.

69



Tabela 6. Pardmetros fisico-quimicos das nanoparticulas de prata obtidos por DLS (Espalhamento
dindmico de luz).

Cadigo Fungo Tamanho Polidispersividade Potencial

DPUA (nm) (Pdi) Zeta (mv)
1451 Aspergillus flavo-furcatis 52,82 0,245 -18,80
1455 Aspergillus pulverulentus 83,90 0,436 -20,20
1461 Aspergillus flavo-furcatis 81,35 0,209 -10,30
1465 Aspergillus flavo-furcatis 76,67 0,227 -13,80
1493 Aspergillus flavo-furcatis 49,64 0,218 -1,03
1539 Aspergillus flavo-furcatis 78,69 0,226 -0,98
1540 Aspergillus flavo-furcatis 72,22 0,263 -9,65
1608 Aspergillus flavo-furcatis 72,02 0,279 -19,30
1622 Aspergillus flavo-furcatis 67,83 0,252 -19,50
1623 Aspergillus flavo-furcatis 86,25 0,270 -14,30
1624 Aspergillus oryzae 57,88 0,217 -28,70
1727 Aspergillus japonicus 53,65 0,305 -
T3D1 Aspergillus sp. 66,73 0,248 -23,50

Atividade antimicrobiana das AgNPs — método de difusdo em agar

Onze solucBes de AgNPs mediadas pelo extrato aquoso de Aspergillus do grupo flavus
e niger foram selecionadas para o teste antimicrobiano frente aos micro-organismos
Escherichia coli (CBAM 0001), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), S. epidermidis
(CBAM 0293), Candida albicans (DPUA1706) e Trichosporon beigelii (DPUA 210). Apenas
cinco suspensdes (45,45%) de AgNPs inibiram o crescimento de E. coli, enquanto nove
suspensdes (81,82%) foram eficazes para inibir o crescimento de S. aureus e S. epidermidis.

Apesar da E. coli ser menos sucetivel as AgNPs testadas, duas suspensdes mediadas
por Aspergillus do grupo flavus (DPUA 1451 e 1493) se destacaram na inibicdo dessa
bactéria produzindo halos significativos de 15,67 e 16,00 mm, respectivamente. Enquanto as
AgNPs mediadas por Aspergillus do grupo niger (DPUA 398) foi mais eficaz contra S.
epidermidis, com halo de inibicédo significativo de 32,33 mm. A atividade antimicrobiana das
AgNPs de Aspergillus DPUA 1493 foi mais eficiente para S. aureus produzindo halo
significativo de 22,33 mm (Tabela 7).

Nesta pesquisa as AgNPs de menor tamanho foram mais eficientes como

antibacteriano (DPUA 1451 e 1493), pois as mesmas tém maior area superficial e
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consequentemente maior interagdo com a célula alvo amplificando o efeito bactericida (Rai et
al., 2009; Martinez-Gutierrez et al., 2010; Ammar and El-Desouky, 2016).

A relacdo entre o tamanho das nanoparticulas e sua acdo antimicrobiana ja foi
observada por muitos autores. Rai et al. (2009) comentaram que o tamanho das nanoparticulas
é um fator que influéncia fortemente sua eficdcia como antimicrobiano, pois quanto menor for
a nanoparticula maior seré sua area de superficie e consequentemente maior sera sua interagdo

com a célula alvo amplificando o efeito bactericida.

Tabela 7. Atividade antibacteriana das AgNPs sintetizadas a partir do extrato aquoso da biomassa dos

Aspergillus.

Uiileas €8 . l\./licro-organismos teste (halos em mm) _ _
Aspergillus Fungo Escherichia coli | Staphylococcus aureus | S. epidermidis
(CBAM 0001) (CBAM 0001) (CBAM 0293)
DPUA 0398 A. niger 0,00 20,67+1,53%P 32,33+0,58°
DPUA 1451 A. flavo-furcatis | 15,67+0,58° 14,3340,58° 17,00+0,00¢
DPUA 1455 A. pulverulentus | 14,00+1,00° 17,331,161 21,67+0,58°
DPUA 1461 A. flavo-furcatis | 0,00 19,67+0,58°¢ 11,67+0,58¢
DPUA 1465 A. flavo-furcatis | 0,00 12,00 0,00 11,00+0,00¢
DPUA 1493 A. flavo-furcatis | 16,00+0,00% 22,33+0,58? 17,0041,73¢
DPUA 1539 A. flavo-furcatis | 15,00+0,00*" 18,00+1,73¢¢ 21,67+1,16°
DPUA 1608 A. flavo-furcatis | 0,00 0,00 11,67+0,58¢
DPUA 1623 A. flavo-furcatis | 10,00+0,00¢ 12,67+0,588 17,33+0,58°
DPUA 1624 A. oryzae 0,00 0,00 0,00
DPUA 1631 A. flavo-furcatis | 0,00 14,67+0,58° 0,00

Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Todas as soluces de AgNPs mediadas por Aspergillus apresentaram acdo antagbnica
contra ao menos uma das leveduras (Tabela 8). Dez suspensdes (90,91%) de AgNPs inibiram
o crescimento de C. albicans (Figura 7A) enquanto que oito suspensdes inibiram o
crescimento de T. beigelli. A suspensdo de AgNPs mediada por Aspergillus do grupo flavus
(DPUA 1461) foi mais eficaz contra C. albicans produzindo halo de inibicdo de 26,67 mm,
enquanto a suspensdao de AgNPs mediada por outro Aspergillus do grupo flavus (DPUA

1623) foi mais eficaz contra T. beigelii produzindo halo de inibicdo de 35,33 mm.
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Tabela 8. Atividade antifingica das AgNPs sintetizada a partir do extrato aquoso da biomassa de

Aspergillus.
Linhagem de Micr_o-orga_nismos teste (l_1a|os em mm)_ _
Aspergillus Fungo Candida albicans Trichosporon beigelii
(DPUA1706) (DPUA 210)
DPUA 0398 A. niger 16,67+11,55¢4¢ 26,67+1,520¢
DPUA 1451 A flavo-furcatis 20,67+0,58°¢ 0,00
DPUA 1455 A. pulverulentus 0,00 25,33+0,58¢
DPUA 1461 A. flavo-furcatis 26,67+2,89° 30,00+4,36°
DPUA 1465 A. flavo-furcatis 21,66+1,53° 28,3341,53°¢
DPUA 1493 A flavo-furcatis 15,00+0,00¢ 19,00+0,00¢
DPUA 1539 A. flavo-furcatis 18,00+1,00°¢d 27,330,58°¢
DPUA 1608 A. flavo-furcatis 12,3340,58¢° 20,00+1,001
DPUA 1623 A. flavo-furcatis 20,33+0,58¢ 35,33+0,58?
DPUA 1624 A. oryzae 21,00+3,60°¢ 0,00
DPUA 1631 A. flavo-furcatis 20,33+0,58°¢ 0,00

Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Entretanto a relagdo de menor tamanho da AgNPs com agdo antifingia ndo foi

observada frente as leveduras testadas. As duas AgNPs que apresentaram melhor desempenho

foram justamente as que possuiam particulas de maior tamanho (DPUA 1461 = 81,35 nm e
DPUA 1623 = 86,25 nm).
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Figura 7. Atividade antimicrobiana das AgNPs biossintetizada por Aspergill&é (A) AgNPs versus C. albicans;
(B) AgNPs versus S. aureus (C) AgNPs X E. coli.
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CONCLUSAO

As sequencias resultantes da amplificacdo da regido 1TS2 (Internal Transcribed Spacer
Region 2) e parte das subunidades 5,8S e 28S do rDNA foram eficientes para confirmagéo do
género Aspergillus e para classificagdo das linhagens nos grupos niger e flavus. Entretanto,
para identificacdo a nivel de espécie essa regido do rDNA ndo foi eficaz.

Os Aspergillus do bioma Amazdnico sdo promissores para utilizacdo em processos de
sintese biolégica de nanoparticulas de prata, pois secretam moléculas que reduzem e
promovem a nucleacdo dos ions de prata dando origem as AgNPs.

Dos Aspergillus selecionados, para as analises de biorreducdo da prata e sintese de
nanoparticulas, as linhagens de maior eficiéncia, nas condi¢cdes de fermentacdo empregadas,
foram as classificadas no grupo flavus: A. flavo-furcatis e A. oryzae.

As suspensdes de AgNPs com moléculas de menor tamanho foram mais eficientes
contra bactérias enquanto que as AgNPs de maior tamanho foram mais eficientes na inibig&o
de leveduras.

As AgNPs produzidas por Aspergillus apresentaram propriedades antimicrobianas
relevantes, demostrando grande potencial para utilizacdo na area medica, farmacéutica e

cosmética devido a elevada eficiéncia.
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RESUMO

Neste estudo foram avaliadas a sintese de AgNPs mediada por Aspergillus oryzae
DPUA 1624 e a atividade antimicrobiana dessas moléculas incorporadas em nanomembranas
de acetato de celulose (NanoMAC). A sintese das AgNPs foi confirmada por espectroscopia
de UV-visivel e a caracterizacdo foi realizada por espalhamento dindmico de luz, microscopia
eletronica de transmissao, difracdo de raios-X, energia dispersiva de raios-X e métodos de
espectrometria e espectroscopia avancados. A sintese da membrana foi feita por eletrofiacéo e
a espessura foi analisada no microscopio eletrénico de varredura. Posteriormente, as AgNPs
foram adicionadas & NanoMAC e o efeito antimicrobiano foi avaliado pelo método de difusao
em &gar frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans. O extrato
aquoso de A. oryzae mediou a sintese de AgNPs arredondadas, principalmente, e algumas
triangulares com didmetro médio de 61 nm e potencial zeta de -28,7 mv apresentando
atividade antifungica frente a C. albicans. A NanoMAC revestida com AgNPs apresentou
incremento na acdo antifingica de 24,22% quando testadas frente a C. albicans. Este estudo
demostrou que A. oryzae é capaz de mediar a sintese de AgNPs com ac¢do anti-levedura e que
a adicdo AgNPs em nanomembranas de acetato de celulose resultou no desenvolvimento de
um nanocompdsito com acao antimicrobiana mais eficiente.

Palavras-chave: nanoparticulas de prata, Aspergillus oryzae, nanofibras de celulose,
antilevedura.
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INTRODUCAO

Nanoparticulas de prata (AgNPs) sdo nanoformas que expressam maior potencial
antimicrobiano em funcdo da forma e do tamanho reduzido. As caracteristicas das AgNPs
proporcionam maior interacdo com receptores bioldgicos, intensificam a relagdo com a
superficie da célula microbiana e, em consequéncia, aumentam a eficacia bioativa (Tarafdar
and Raliya, 2013; Pereira et al., 2014). Por causa da excelente acdo antimicrobiana, as AgQNPs
sdo amplamente utilizadas na &rea meédica, tecnoldgica e na agricultura (Ingale and
Chaudhari, 2013; Pereira et al., 2014; Moghaddam et al., 2015; Siddigi and Husen, 2016).

O mercado mundial de produtos nanotecnolégicos estd em constante evolucdo, com
registro anual de crescimento de aproximadamente 25%, tendo previsdo de aumento
significativo para 3 trilndes até 2020. Dentre os produtos nanotecnoldgicos destacam-se 0s
derivados das AgNPs. As propriedades antimicrobianas das AgNPs tem possibilitado o uso
dessas moléculas em uma grande diversidade de produtos de consumo, incluindo plasticos,
sab0es, pastas, alimentos e produtos téxteis, elevando bastante a taxa de comercializagdo
desses nanoderivados (Tran, Nguyen and Le, 2013).

A solucéo coloidal de AgNPs pode ser combinada com diversas matrizes poliméricas
com a finalidade de prolongar a liberacdo de antimicrobianos e aumentar sua
biocompatibilidade. As nanofibras eletrofiadas, por exemplo, sdo polimeros que tem grande
potencial de aplicacdo nas inddstrias farmacéuticas e cosméticas para a regeneracao da pele e
orgaos, terapias de administracdo de farmacos, dentre outros (Nista et al., 2015; Segala et al.,
2015).

A busca por polimeros nanoestruturados com caracteristicas antimicrobianas vem
crescendo devido ao grande potencial de utilizacdo em dispositivos que requerem um elevado
caracter anti-séptico, como por exemplo, para aplicacfes em feridas na pele (Abdelgawada et
al., 2013; Segala et al., 2015). Neste sentido as AgNPs tem sido as mais utilizadas para
revestir polimeros, devido as suas propriedades eletrdnicas, Opticas, -cataliticas e
principalmente antimicrobianas (Segala et al., 2015).

A utilizacdo de nanomembranas para o tratamento de feridas na pele proporciona
maior conforto para o paciente porque reduz o nimero de aplicaces e dosagem do
antibiotico, assim diminuindo os efeitos colateriais. Nessas infe¢cGes, as hanomembranas
também podem atuar como uma esponja absorvendo os fluidos libertados pela lesdo e

assegurando a oxigenacao através da sua rede porosa de nanofibras (Nista et al., 2013).
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O acetato de celulose € um polimero que apresenta boa tenacidade, alta
biocompatibilidade e custo relativamnte baixo, além de formar facilmente peliculas com
estrutura porosa, caracteristicas que O tornam vantajoso para construgdo de um
nanocomposito antisséptico para tratamento de feridas (Nista et al., 2012; Segala et al., 2015).

Apesar da versatilidade de combinacdo das AgNPs com polimeros para aplicacdo em
diversas areas da salde o método de sintese quimica gera residuos tdxicos que poluem o meio
ambiente e perturbam o ecossistema (Zhang et al., 2011; Dhanasekaran et al., 2011; Duran
and Marcato, 2011; Kulkarni and Muddapur, 2014, Meva et al., 2016). Por isso, nos Gltimos
anos ha uma demanda crescente para o desenvolvimento de processo mediado por recursos
microbianos devido ao baixo custo e a producdo de moléculas ndo tdxicas e de reduzido
impacto ambiental (Mishra and Singh, 2015; Moghaddam et al., 2015; Siddigi and Husen,
2016).

Nesse enfoque, os fungos filamentosos despontam como potenciais bio-fabricas para
producdo de nanoparticulas metélicas em funcdo do crescimento rapido, cultivo em larga
escala, secrecdo de proteinas com elevador poder redutor e producdo de biomoléculas que
estabilizam as nanoparticulas (Duran et al., 2011; Tarafdar and Raliya, 2013; Phanjom and
Ahmed, 2015).

Certas espécies de fungos sdo sistemas alternativos seguros para intermediar a
sintese de AgNPs em funcédo da alta tolerancia e capacidade de absorcdo de metais (Siddiqi
and Husen, 2016). Aspergillus, Fusarium, Trichoderma, Cladosporium, Pleurotus,
Penicillium e Verticillium sdo fungos que mediam a sintese extracelular de AgNPs, processo
preferido ao intracelular, por ser menos trabalhoso e dispendioso economicamente (Sastry et
al., 2003; Roy et al., 2013; Siddigi and Husen, 2016).

Embora citacfes da literatura mostrem diversas espécies de Aspergillus na sintese de
nanoparticulas, sdo raros os estudos sobre o potencial dos fungos de ecossistemas amazonicos
na mediacdo da biossintese de AgNPs. Por outro lado a interacdo de AgNPs biologicas com
nanomembranas de acetato de celulose também é uma investigacdo inédita, pois a maioria das
pesquisas que buscam o desenvolvimento de polimeros antissépticos utilizam AgNPs obtidas
por sintese quimica.

Essa investigacdo mostra a capacidade de Aspergillus oryzae DPUA 1624 mediar
a sintese de AgNPs com potencial antimicrobiano, assim como, o incremento da acéo
antilevedura dessas moléculas quando incorporadas em nanomembranas de acetato de
celulose (NanoMAC).
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MATERIAL E METODOS

Autenticacdo morfoldgica e molecular de Aspergillus oryzae

A linhagem de A. oryzae DPUA 1624 foi cedida pela Cole¢do de Culturas DPUA da
Universidade Federal do Amazonas-UFAM. A reativacdo da cultura foi feita em caldo
glicosado 2% (p/v) a 28 °C por sete dias e posteriormente o cultivo foi realizado em CYA
[agar Czapek Dox e extrato de levedura 0,5% (p/v)], em placa de Petri, a 28 °C por sete dias
(Klick e Pitt.,, 1988), a cultura estoque foi preservada sob refrigeracdo (4 °C). As
caracteristicas macro e micromorfolégicas das colénias cultivadas em CYA foram utilizadas
para autenticacdo de acordo as chaves de identificacdo propostas por Raper and Fennel (1977)
e Klich and Pitt (1988).

A autenticacdo molecular foi realizada a partir do sequenciamento parcial do rDNA.
Aproximadamente 200 mg de micélio previamente cultivado em meio Sabouraud por 72 h a
28 °C, sob agitacdo de 170 rpm, foi utilizado para extracdo de DNA pelo método de fenol-
cloroférmio. A regido ITS2 (Internal Transcribed Spacer Region) e parte das subunidade 5,8S
e 28S do rDNA foram amplificadas por PCR utilizando os iniciadores ITS-3 (5-GCA TCG
ATG AAG AAC GCA GC-3’) desenvolvido por White et al. (1990) e UNI-R (5’-GGT CCG
TGT TTC AAG ACG-3’) desenvolvido por Haynes et al. (1995). As sequencias de rDNA
foram obtidas em sequenciador automatico 3500 ABI Applied Biosystem e a confirmacdo da
espécie de Aspergillus foi realizada por meio da comparacdo das sequencias de DNA no
GeneBank utilizando a ferramenta BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool) do NCBI

(Nacional Center for Biotechnology Information).

Producédo da Biomassa

O fungo foi cultivado em 200 mL de meio MGYP (extrato de malte 0,3%; glicose 1%;
extrato de levedura 0,3% e peptona 0,5% [p/v]) em shaker (180 rpm) a 25° C por 96 h,
utilizando como indculo uma suspensdo celular de 10° esporos/mL de meio. A biomassa foi
separada por filtracdo utilizando papel de filtro Whatman n.1 e lavada trés vezes com agua
ultrapura para remover residuos do meio. A massa micelial foi colocada em frasco
Erlemneyer contendo 200 mL de 4gua ultrapura e a extracdo das biomoléculas ocorreu por 96

h, a 28 °C, a 200 rpm. A biomassa foi filtrada e o extrato aquoso foi recuperado e usado para
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biossintese de nanoparticulas de prata (Sastry et al., 2003; Duran et al., 2007; Vigneshwaran
et al., 2007).

Sintese de nanoparticulas utilizando filtrado celular

Para biossintese de AgNPs, 200 mL do extrato aquoso foram misturados com solucéao
de nitrato de prata (1 mol.L™?) até obtencdo de concentracéo final de 1 mmol.L? de AgNOs.
A reacdo foi realizada a 28 °C, a 200 rpm por 96 h. O filtrado celular (sem o nitrato de prata)
foi utilizado como controle positivo e uma solugdo de 1 mmol.L™* de AgNO; foi utilizada
como controle negativo. A verificacdo da sintese de nanoparticulas de prata foi realizada pela
observacdo da mudanca de coloracdo da solucdo e posteriormente confirmada pela presenca
de banda plasménica na regido de 400 nm (Vigneshwaran et al., 2007; Zomorodian et al.,
2016). As medidas dos espectros de absorcéo foram realizadas em espectrofotometro de UV-

vis (Cary 60, Agilent) com resolugdo de 1 nm numa faixa de leitura de 200-800 nm.

Caracterizacao das nanoparticulas de prata

Potencial zeta e tamanho das AgNPS

O diametro médio das AgNPs e a distribuicdo de tamanho assim como a carga
superficial adquirida (potencial zeta) foram medidos no equipamento Nano ZS Zetasizer
(Malvern Instruments, Worcestershire, UK), a 25 °C em cubeta de poliestireno com um

caminho 6tico de 10 mm.

Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM)

A distribuicdo do tamanho e a variacdo morfolégica das AgNPs sintetizados por A.
oryzae foram determinadas a partir de imagens em alta resolucdo em Microscopio Eletrénico
de Transmissdo-TEM (equipamento Carl Zeiss CEM 902) operando com voltagem de
aceleracdo de 80 KeV. Para obtencdo das imagens, uma gota da solucdo de nanoparticulas
(diluida 10 vezes) foi depositada sobre uma grade de cobre revestida de carbono (malha de

400) e seca a temperatura ambiente. As imagens foram processadas no software image J, o
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calculo do didmetro das AgNPs a partir da area obtida foi realizado segundo a férmula

D =+/( %} e a analise estatistica foi feita no origin (versdo 8.5.1.315).

Difracéo de Raios-X (XRD)

A natureza cristalina das AgNPs liofilizadas foi determinada por difratometria em um
aparelho de difracdo de raios-X da Shimadzu (modelo XRD7000- operando com radiagédo
CuKoa) utilizando os seguintes parametros: tensdo de 40 kV, corrente de 30 mA, velocidade de

varredura 2° min"t com angulo de 20 entre 5 e 90°.
Espectroscopia de Infra-Vermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os dados dos espectros da regido do infravermelho foram obtidos em
espectrofotometro FTIR (Agilent cary 630 com diamond ATR accessory), no modo ATR
(reflexdo total atenuada) na faixa espectral de 4000 a 400 cm™. As AgNPs foram analisadas

depositando uma gota da suspenséo coloidal sobre janela de seleneto de zinco (ZnSe).
Energia dispersiva de raios-X (EDX) e Espectrometria de emissao de plasma (ICP)

A composicdo elementar das AgNPs liofilizadas foi determinada em Espectrometro de
Microfluorescéncia de Raios-X (microEDX1300, Shimadzu) em cinco pontos da amostra
utilizando tenséo de aceleracédo de 15 e 50 kV e contagem de tempo de 200 segundos.

A técnica de ICP foi utilizada para determinar a quantidade de prata na solucdo de
AgNPs. A andlise foi realizada no espectrometro de emissao de plasma (PerkinElmer, Optima
8000). A curva de calibracdo para o elemento analisado (Ag) foi construida a partir de nove
solugdes de nitrato de prata com concentracdes variando de 0,1 a 50 mg/L. A solucédo de

AgNPs foi diluida 10 vezes para leitura no equipamento.
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Sintese de nanomembrana de acetato de celulose (NanoMAC)

A solucdo de polimero de acetato de celulose (CA) foi preparada misturando 15% de
acetato de celulose em dimetilacetamida (DMACc) / acetona (1: 2). Esta solucdo foi agitada
durante aproximadamente 2 horas para assegurar a sua homogeneizacdo completa (Nista et
al., 2012).

A NanoMAC foi preparada por eletrofiagdo da solugdo de acetato de celulose a
temperatura ambiente (25 °C) e 50% de umidade, utilizando uma seringa de vidro de 20 mL
equipada com uma agulha metélica de 4 cm de comprimento e 0,8 mm de diametro. O pélo
positivo de uma fonte de alimentacdo de alta tensdo foi conectado a agulha metélica da
seringa, enquanto o fio terra foi usado para aterrar o coletor de chapa de cobre que tinha
dimensbes de 30 x 40 cm. O fluxo de alimentacdo foi controlado por uma bomba KD
Scientific, Modelo 100 (Campinas, Brasil) conectada a uma seringa. A distancia da agulha ao
coletor foi de 10 cm. A tensdo aplicada foi de 15 kV, e a taxa de fluxo foi de 1 mL.h?. As
amostras de membrana foram coletadas em folha de aluminio usada para revestir a placa de
cobre durante as experiéncias (Nista et al., 2012; Segala et al., 2015).

A estrutura morfologica e uniformidade da NanoMAC foi observada no microscopio
eletrénico de varredura modelo JEOL JSM-6360LYV, sob vacuo, com aceleracdo do feixe de
10 kV. As imagens foram obtidas ap0s metalizacdo da amostra com uma fina camada de
ouro/paléadio e o diametro da nanomembrana foi calculado no software image J.

O revestimento da nanoMAC foi realizado por meio de lento gotejamento da solucéo
de AgNPs em discos de 5 mm da membrana nanoestruturada, até obtencdo de 6.73 pg de Ag

em cada disco da nanoMAC.

Atividade antimicrobiana das AgNPs

A atividade antimicrobiana das nanoparticulas de prata foi investigada contra
Escherichia coli (CBAM 0001), Staphylococcus aureus (ATCC 2592)3 e Candida albicans
(DPUA 1706) pela técnica de difusao por perfuracdo em agar (Ostrosky et al., 2008). O teste
utilizando as bactérias foi realizado em Agar Miller-Hinton (in6culo contendo 108 CFU/mL)
e a levedura em &gar Sabouraud (indculo contendo 108 CFU/mL), em placa de Petri, a 37 °C,
em triplicata. Uma aliquota de 100 pL da solugdo de AgNPs [134,5 pg/mL] foi transferida

para pocos de 8 mm de didmetro. Como controles positivos foram utilizados 100 pL de
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estreptomicina [50 ug/mL] para bactérias, e itraconazol [50 ug/mL] para levedura, € como

controle negativo foi utilizado 100 pL do extrato aquoso da massa micelial.

Atividade Antimicrobiana da NanoMAC revestida de AgNPs

A atividade antimicrobiana da NanoMAC revestida de AgNPs foi investigada contra
C. albicans (DPUA 1706) (inéculo de 10° CFU/mL) pela técnica de difusio em agar
(Ostrosky et al., 2008) em placa de Petri contendo agar Sabouraud. Discos 5 mm da
NanoMAC revestida com suspensdo de AgNPs para obtencdo de 6.73 ug de Ag por discos
foram utilizados no teste. O cultivo foi realizado a 37 °C por 48 h e foi utilizado itraconazol
[6,73 pg/mL] e AgNPs [6,73 pg/mL] combinada com itraconazol [6,73 pg/mL] como

controles.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Autenticacdo morfoldgica e molecular de Aspergillus oryzae

As caracteristicas macro e microscépicas da cultura utilizada na pesquisa confirmaram
que o fungo pertence a espécie A. oryzae segundo as chaves de identificacdo propostas por
Raper and Fennel (1977) e Klick and Pitt (1988). A autenticacdo molecular por meio das
sequencias rDNA do fungo estudado apresentou 99% de similaridade (Score 1554; Evalue 0)
com sequencias da mesma regido oriundas de A. oryzae (N° de acesso KT964480.1). A
sequéncia amplificada foi depositada no GenBank (N° de Acesso SUB2433246).

Biossintese de AgNPs

A sintese de AgNPs mediada por A. oryzae foi observada pela alteracdo da coloragéo
do extrato micelial aquoso de amarelo para marrom (Figura 1A). N&o houve formacgdo de
agregados e nem mudanca na intensidade de coloracdo apos 96 h, dados que indicam a
manutencdo das particulas em dispersao na solucdo. A mudanca de cor foi devido ao efeito de
ressonancias plasmonica de superficie localizada (LSPR) e reducdo da AgNOs (Li et al.,
2012). LSPR se refere a oscilacdo coletiva dos elétrons livres nas nanoparticulas metalicas ao
interagir com a radiacéo eletromagnética (Cao et al., 2011; Gonzéles et al., 2014; Al Juraifani
and Ghazwani, 2015).

Na figura 1B o espectro de absor¢do da solucdo das AgNPs mostra uma banda de SPR
com pico de absorvancia a 446 nm, confirmando a presenca de AgNPs, apds 96 h de
incubacdo. Dados semelhantes foram citados para AgNPs de A. tubingensis, nessa mesma

faixa de absorvancia (Rodrigues et al., 2013).
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Figura 1. (A) Extrato aquoso da biomassa de Aspergillus oryzae DPUA 1624: (a) sem AgNQOs; (b) com AgNO;
(1 mol.L™Y); (B) Espectro de absorcdo de UV-vis das AgNPs apds 96 h de reagéo.

Caracterizacao das AgNPs

Potencial zeta e tamanho das AgNPs

O potencial zeta () indica o grau de repulsdo entre particulas em dispersdo com cargas
iguais por meio da mobilidade eletroforétrica e o seu valor pode estar relacionado com a
estabilidade de dispersbes coloidais (Phanjom and Ahmed, 2015). O potencial zeta das
AgNPs mediada por A. oryzae foi de -28,7 mv, sugerindo que AgNPs tem uma elevada
repulsdo eletrostatica, caracteristica que contribui para sua estabilizacdo pois, segundo Roy et
al. (2013), particulas em suspensdo com grande potencial zeta negativo ou positivo tendem a
se repelir e ndo formam agregados.

A técnica de Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) permite a determinacdo do
tamanho das particulas através da medicdo das mudancas aleatdrias na intensidade de luz
dispersa a partir de uma solucdo ou suspensdo (Fatima et al., 2015). O diametro

hidrodinamico médio das AgNPs de A. oryzae medido por DLS foi 57,88 nm (Figura 2) e o
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indice de polidispersividade (PDI) foi 0,217, confirmando que houve formagéo de particulas
dentro da dimensdo de nanoescala (1-100 nm) e que a solucdo é monodispersa pois esta
dentro do intervalo definido de 0.01 a 0.7 para particulas monodispersas (Honary et al., 2013;
Tarafdar and Raliya, 2013).
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Figura 2. Diametro hidrodinamico das AgNPs biossintetizadas pelo extrato aquoso da biomassa de Aspergillus

oryzae.

Analises de Microscopia Eletronica de Transmissao

As imagens de microscopia eletronica de transmissdo (Figura 3A) mostraram que as
AgNPs sintetizadas por A. oryzae tem predominantemente forma arredondada e em menor
frequéncia triangular, com tamanho médio de 61,15+11,45 nm. AgNPs de forma e tamanho
variavel sdo comuns nos sistemas bioldgicos, porém as de forma triangular séo de eficiéncia
antimicrobial superior aquelas de forma arredondada (Pal et al., 2007; Rai, Yadav and Gade,
2009; Roy et al., 2013).

Além disso, na figura 3B estd o histograma referente a distribuicdo dessas AgNPs, no
qual é possivel observar que a faixa onde encontram-se a maioria das AgNPs é de 50 a 60 nm.
Na literatura ja foram reportadas nanoparticulas mediadas por espécies do género Aspergillus
com tamanho minimo de 1 e maximo de 140 nm (Sagar and Ashok, 2012; Klalil, 2013; Roy
and Das, 2015). E para A. oryzae ha relato da sintese de AgNPs na faixa de 5-50 nm e 25-76
nm (Binupriya et al., 2010; Pereira et al., 2014).
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Figura 3. (A) Imagem de microscopia eletrénica de transmissdo das AgNPs biossintetizada pelo extrato aquoso
da biomassa de Aspergillus oryzae. (B) Histograma de distribuicdo das AgNPs em funcdo do didmetro.

Analise de difracéo de raios-X

Os padroes XRD das AgNPs mostraram a natureza cristalina da amostra e
confirmaram a presenca de prata pura na solu¢do de nanoparticulas analisada. Na figura 4 é
possivel observar cinco bandas distintas em 37,97°, 44,29°, 64,66°, 77,46° e 81,44°
correspondentes aos planos (111), (200), (220), ( 311) e (222). Esses planos correspondem as
faces cubicas centradas (fcc) de nanoparticulas de Ag° (Crystal Structure Database-
ICSD/Code 64,994) com um parametro de rede de a = 4,077 A. A presenca desses cinco
planos cristalinos confirma a formacao de prata metalica na suspensdo de AgNPs.

A auséncia das bandas de faces centradas cubicas em 27,9°, 32.3°, 46.3°, 55.0°, 57.6°,
67.6°, 74.6°, 76.9°, e 85.7° que correspondem as facetas tipicas do XRD padrdao de
nanoparticulas AgCl (111), (200), (220 ), (311), (222), (400), (331), (420) e (422) (Crystal
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Structure Database-1CSD / Code 64734) mostram que ndo houve formagdo de nanoparticulas
hibridas de Ag/AgCIl como produto final da reacdo (Duran et al., 2016). Os picos ndo
atribuidos a 20 = 28°, 32° e 36° na figura 4 estdo relacionados as fases organicas cristalinas e
amorfas (Awaad et al., 2013). Esses resultados confirmam que as moléculas de A. oryzae sdo

redutores eficientes de ions de prata.
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Figura 4. Padrdo de XRD das AgNPs liofilizada biossintetizada pelo extrato aquoso da biomassa de Aspergillus
oryzae.

Analises de Espectroscopia de Infra-Vermelho com Transformada de Fourier

Os modos vibracionais presentes nas AgNPs biosintetizadas foram analisadas por
FTIR. O espectro obtido apresenta quatro picos distintos: 3288, 2101,1994 e 1633 cm
(Figura 5). O pico 3288 esta relacionado com energia de vibracdo das amidas primaria e
secundaria das proteinas. E o pico 1633 cm™ esta relacionado com a energia de vibracéo da
carbonila e é atribuido a ligacdo amida | da proteina (El-Aziz et al., 2012). A presenca de
grupos carbonila e amidas primaria reforcam a indicacdo de que as proteinas presentes no
extrato aquoso da biomassa de A. oryzae estdo ligadas as AgNPs. Varios estudos comprovam
que as proteinas podem se ligar as nanoparticulas de prata por meio de grupos amina livre,

conferindo estabiliza¢do as mesmas (Phanjom and Ahmed, 2015).
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Figura 5. Espectro de FTIR da solugdo de AgNPs biossintetizada pelo extrato aquoso da biomassa de
Aspergillus oryzae.

Energia dispersiva de raios-X e Espectrometria de emissao de plasma

A analise de dispersdo de energia por raios-X (EDX) revelou um forte sinal na regido
proxima de 3 KeV que corresponde ao pico do elemento prata (Pereira et al., 2014; Elgorban
et al., 2016). No espectro de EDX observa-se um pico em 2,98 keV e outro em 3,17 keV que
correspondem as energias de ligacdo de AglLa e AgLbl, respectivamente (Figura 6). Os dois
picos destacados compdem o perfil de absorcdo Optica do elemento prata indicando que as
AgNPs mediadas por A. oryzae sdo de elevada pureza.

Anaélises de espectrometria de emissdo de plasma determinaram que a concentracéo da
solucdo de AgNPs obtida apds a biossintese por A. oryzae foi de 134,5 pg/mL.
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Figura 6. Espectro de Energia Dispersiva de Raios-X (EDX) da solucdo de AgNPs biossintetizada pelo extrato
aquoso da biomassa de Aspergillus oryzae.

Atividade antimicrobial das AgNPs em disperséo e incorporada em NanoMAC

A atividade antimicrobiana das AgNPs foi investigada contra E. coli CBAM 0001, S.
aureus ATCC 25923 e C. albicans DPUA 1706 utilizando a técnica de difusdo por perfuracao
em agar. Os resultados mostraram que as bactérias E. coli e S. aureus sdo resistentes as
AgNPs testadas na concentracdo de 134 pg/mL enquanto que C. albicans é suscetivel. O
crescimento da levedura foi completamente inibido pelas AgNPs na placa de agar Sabouraud,
nas condicdes experimentais formando halo de inibi¢do de 23,6 mm (Figura 7).

Xue et al. (2016) também obteveram resultados parecidos com AgNPs produzidas por
Arthroderma fulvum que apresentaram atividade antifingica contra varios fungos incluindo C.
albicans.

As AgNPs mostram propriedades antimicrobianas eficientes em compara¢do com
outros sais devido a sua grande area de superficie, o que proporciona um melhor contato com
0s micro-organismos (Ray et al., 2009; Kon and Rai, 2013).

Entretanto, segundo Segala et al. (2015) a acdo antimicrobiana das AgNPs depende de
muitos outros fatores tais como a cristalinidade, geometria, tamanho, oxidagéo superficial,
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estado aglomerado no meio bioldgico, carga superficial, grupos presentes na superficie das
nanoparticulas, e muitos outros. Dessa forma pode-se inferir que as propriedades das AgNPs
produzidas por A. oryzae DPUA 1624 possibilitaram uma maior interagdo com as células das
leveduras permitindo que as mesmas penetrassem atraves da membrana plasmatica levando a

célula & morte.

Figura 7. Atividade antimicrobiana das AgNPs biossintetizada pelo extrato aquoso da biomassa de Aspergillus
oryzae contra Candida albicans: (a), (b) e (¢) halos de inibicdo formados pelas AgNPs [134 pg/mL], (d) 1
mmol Lt de AgNOs, (e) itraconazol (50 pg/mL).

Quanto a citotoxicidade das AgNPs, apesar de muitos estudos demonstrarem a agdo
citotoxica e genotdxica dessas moléculas em células humanas e de animais ainda faltam dados
consistentes e confiaveis. Muitos relatorios sdo contraditérios e, portanto, ndo ha um consenso
geral sobre a acdo dessas moléculas nos organismos e no meio ambiente (Rai et al., 2017).
Acredita-se que a citotoxicidade das AgNPs depende de varios fatores como tamanho,
formato, estabilidade e principalmente da dose administrada e tempo de exposicdo (Tran et
al., 2013; Rai et al., 2017).

Os efeitos antimicrobianos das AgNPs sdo bastante conhecidos, apesar do seu
mecanismo de acdo em células de leveduras ainda ndo esta completamente desvendado. Kim
et al. (2009) observaram que as AgNPs interagem com as células de C. albicans causando
significativas mudancas em suas membranas o que resulta na formagao de “pits” e finalmente,
a formacdo de poros e a morte celular subsequente. Os autores acreditam ainda que as AgQNPs
rompem a barreira de permeabilidade da membrana de C. albicans por meio do desarranjo da
bicamada lipidica, causando a fuga de ions e outros materiais, bem como a formacao de poros

que dissipa o potencial eléctrico da membrana.
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As AgNPs biossintetizadas pelo extrato micelial de A. oryzae podem ser avaliadas
como eficaz agente para utilizacdo em aplicagdes clinicas, especialmente para tratamento de
infeccOes causadas por C. albicans.

As leveduras se destacam como principal agente etiol6gicos de doenca flngica,
principalmente dermatomicoses, infeccdo de pele que vem aumentando consideravelmente
nas Ultimas décadas. Uma das causas que vem favorecendo a maior incidéncia dessas doengas
é a pressdo seletiva decorrente do uso de medicamentos. O que significa que ha uma
motivacdo consideravel para encontrar agentes antifungicos contra leveduras (Sidrim and
Rocha, 2010; Xue et al., 2016).

Considerando a necessidade de desenvolver novas estratégia para combater infeccbes
de pele causadas por leveduras, foi realizado também o teste antimicrobiano das AgNPs
incoraporas em membrana formulada com acetato de celulose (15%) e DMAc:Acetone (1:2)
(nanoMAC). A nanoMAC contém nanofibras com diametro médio de 410,76 nm depositadas

aleatoriamente formando um tecido fino e homogéneo sem formacéo de beads (Figura 7A).

Figura 8. (A) Imagem em microscépio eletrénico de varredura de membrana de acetato de celulose (nanoMAC);
(B) Atividade antimicrobiana de AgNPs impregnadas na nanoMAC contra Candida albicans: a), b) e c)
nanoMAC com AgNPs (6,73 pg); d) nanoMAC sem AgNPs; e) hanoMAC com itraconazol + AgNP (6,73 pug
cada); f), g) e h) suspenséo de AgNPs (6,73 pg).

De acordo com os resultados obtidos é possivel observar na tabela 1 que a utilizagdo
da nanoMAC incorporadas com AgNPs permitiu um incremento de 24,22% na acdo
antifungica frente a C. albicans, comparada a agdo das AgNPs em dispersdo na solucéo

coloidal. Esse resultado é relevante pois demostra que AgNPs obtidas pelo método de sintese
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biolégica quando incorporadas em membranas de acetato de celulose eletrofiadas podem ter

acdo potencializada contra leveduras do género Candida.

Tabela 1. Atividade antiflngica das suspensfes de AgNPs sintetizadas a partir do extrato aquoso da biomassa de

Aspergillus oryzae.

Atividade Antimicrobiana [Halo (mm)]

Micro-organismos teste AgNPs [134 pg/mL]* |AgNPs (6.73 pg) | NanoMAC impregnated
with AgNPs (6.73 1)
.| Escherichia coli .

Bactéria Resistente (nd) (nd)
CBAM 0001
Staphylococcus
aureus Resistente (nd) (nd)
ATCC 25923
Candida albicans

Levedura 23,60+3,82 9,66+0,44 12,00+0,67
DPUA 1706

(*) AgNPs em dispersao coloidal

Nd: ndo disponivel

Dessa forma a nanoMAC revestida por AgNPs bioldgicas demostra um grande

potencial para utilizacdo na area médica e farmacéutica destacando-se como nanocompositos

sustentaveis com acdo antilevedura.
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CONCLUSAO

O fungo A. oryzae DPUA 1624 produz moléculas capazes de reduzir os ions de Ag e
dessa forma mediar a sintese de nanoparticulas de prata estaveis, monodispersas e com
propriedades antimicrobianas. Esse resultado fornece uma alternativa viavel e ecoamigavel
para producdo de antifingicos baseados em AgNPs sem gerar residuos poluentes. A
incorporacdo de AgNPs em membranas nanoestruturas de acetato de celulose aumenta a acéo
antilevedura das AgNPs, resultando no desenvolvimento de um nanocompdsito com

propriedades antifingicas ampliadas podendo ser utilizado em diversas areas médicas.
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Resumo

Neste estudo foi avaliado o potencial de Aspergillus flavo-furcatis na sintese
extracelular de nanoparticulas de prata e a atividade antimicrobiana da suspensao coloidal de
AgNPs imobilizada em matriz polimérica de alginato. Apos cultivo em meio CY A a producéo
de biomassa foi feita por fermentacdo submersa em 200 mL de extrato de MGYP, a 28 °C,
180 rpm. E como indculo foi adicionado 10° esp/mL de meio. Apds 96 h, no extrato micelial
recuperado da lavagem da biomassa foi adicionada solugdo de AgNOs até concentracéo final
de 1 mM. A sintese das AgNPs foi confirmada por espectroscopia de UV-visivel e a
caracterizacdo foi realizada por espalhamento dindmico de luz, microscopia eletrénica de
transmissdo, difracdo de raios-X, energia dispersiva de raios-X e métodos de espectrometria e
espectroscopia avancados. Escherichia coli, Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Candida
albicans e Trichosporon beigelii foram 0s micro-organismos teste utilizados na atividade
antimicrobiana das AgNPs. O teste de citotoxicidade foi realizado frente a fibroblastos
humanos (MRC5) pelo método de Alarmar Blue® utilizando 100 pg/mL de AgNPs
liofilizadas. As microesferas de alginato foram sintetizadas por coacervagdo complexa com
incorporacdo de AgNPs pelo método in situ e ex situ e caracterizadas em microscopio
eletronico de varredura. O extrato aquoso de A. flavo-furcatis mediou a sintese de AgNPs
arredondadas, em sua maioria, triangulares e hexagonais com diametro médio de 80,17 nm,
apresentando atividade antifungica frente a C. albicans e E. coli. A CMI para T. beigelii e C.
albicans foi 0,11 pg/mL e 0,22 pg/mL, respectivamente. Ja para bactérias foram obtidos os
seguintes CMIs: 1,73 pug/mL para E. coli; 1,53 pg/mL para S. aureus e 0,87 pg/mL para S.
epidermidis. A viabilidade celular da linhagem MRC5 frente as AgNPs foi igual a 100%
confirmando que as mesmas ndo sdo toxicas para essa linhagem. As microesferas apresentam
tamanho aproximado de 950 um com formato circular e presenca de fissuras na superficie das
produzidas pelo método ex situ. Os maiores halos de inibicdo das microesferas foram:
26,333+0,58 mm para S. aureus; 26,00+£1,15 mm para E. coli; 31,33+0,57 mm para C.
albicans e 21,0£1,0 mm para T. beigelli. A incorporacdo de AgNPs em microesferas de
alginato potencializou o efeito antimicrobiano dessas moléculas, principalmente o efeito anti-
levedura, possibilitanto a utilizacdo desse bionanocompdsito para finalidades assépticas na
area medica, cosmética, famacéutica e ambiental.

Palavras-chave: Aspergillus, nanoparticulas de prata, antimicrobiano, bionanocompdsito.
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INTRODUCAO

As nanoparticulas de prata (AgNPs) se destacam na area biomédica e farmacéutica
pois funcionam como excelentes antimicrobianos, apresentam boas propriedades anti-
inflamatorias e sdo eficientes transportadores de farmacos. As propriedades antimicrobianas
desses biofarmacos sdo comprovadas contra diversos micro-organismos patogénicos
incluindo bactérias Gram-positicas, Gram-negativas, fungos e virus (Petica, 2008; Glzman et
al., 2009; Rai et al., 2009; Antunes et al., 2013).

A forte atividade antimicrobiana das AgNPs, muitas vezes mais eficientes do que os
ions de prata, estd associada a area de superficie extremamente grande, que proporciona um
melhor contato com o0s micro-organismos (Rai et al., 2009). O mecanismo de acédo
antimicrobiano das nanoparticulas de prata ainda ndo esta bem elucidado, entretanto, estudos
revelam que os ions metalicos presentes na superficie das AgNPs reage com os grupos tiol e
sulfidrila presente nas proteinas, diminuindo a permeabilidade da membrana, podendo
provocar a morte celular (Rai et al., 2009; Prabhu and Poulose, 2012; Andrade, 2013).

Devido a excelente atividade antimicrobiana as AgNPs tem sido utilizada para tratar
infeccdes e prevenir colonizacdo bacteriana em superficies de proteses, cateteres e materiais
odontologicos e, também no tratamento da &gua e na fabricacdo de tintas com propriedades
antibacterianas (Guzman et al., 2009; Duran et al., 2011; Antunes et al., 2013). Tran et al.
(2013) calcularam a comercializagdo de mais de US$ 3 bilhdes em produtos contento AgNPs
ate 2024.

Nesse contexto hd uma crescente atencdo para sintetizar nanoparticulas usando
métodos ambientalmente amigaveis (quimica verde) (Abbasi et al., 2016). A sintese de
nanoparticulas mediada por bactérias, fungos e vegetais € um processo inovador, seguro, de
alto rendimento, baixo custo, ecoldgico e ndo toxico comparado aos procedimentos fisico-
quimicos (Zomorodian et al., 2016).

Dentre os organismos utilizados na sintese biologica de AgNPs os fungos sao
excelentes vias em comparacdo a outros seres devido a elevada secrecdo de proteinas
extracelulares capazes de reduzir ions metalicos mais rapidamente, facilidade de manuseio, e
resisténcia da massa micelial a pressdo e agitacdo (Barabadi et al., 2014; Magdi et al., 2014;).

Apesar da atividade antimicrobiana das AgNPs ser bastante conhecida sdo poucos 0s
estudos sobre a imobilizacdo de AgNPs biossintetizadas em sistemas poliméricos. A

imobilizacdo de farmacos em sistemas poliméricos do tipo microencapsulacdo esta sendo um
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dos mecanismos de liberacdo controlada empregada na industrial para carrear farmacos ativos
a sitios especificos no corpo humano (Freitas and Marchetti, 2005).

Dentre 0s sistemas matriciais biopolimeros utilizados em processos de
microencapsulamento o alginato de sddio predomina, pois apresentam um amplo leque de
aplicacdes nas areas médica e farmacéutica, considerando que sdo de facil degradacédo
hidrolitica e enzimatica, biocompativeis e atoxicos (Kleinubing, 2013).

Deste modo, 0 objetivo desta investigagdo foi sintetizar AgNPs utilizando Aspergillus
flavo-furcatis e imobilizar a suspensdo coloidal de AgNPs em matriz polimérica de alginato
de sddio para obtencdo de microesferas com propriedades antimicrobianas.

MATERIAL E METODO

Micro-organismo

Aspergillus flavo-furcatis DPUA 1451 Bat. & H. Maia (1955) foi a linhagem
anamorfica utilizada nesta pesquisa, cedida pela Colecdo de Culturas DPUA da Universidade
Federal do Amazonas-UFAM. Para realizacdo dos testes citados a seguir A. flavo-furcatis foi

cultivado em CYA [(agar Czapek Dox e extrato de levedura 0,5% (p/v)], por 7 dias a 28 °C.

Cultivo em meio liquido

Este experimento foi realizado com a finalidade de verificar a influéncia do tipo de
indculo na mediacdo da sintese de AgNPs. A fermentacdo submersa foi realizada em frasco
Erlenmeyer de 500 mL contendo 200 mL de meio MGYP (Extrato de malte 0,3%; glicose
1%; extrato de levedura 0,3% e peptona 0,5% [p/v]). Nesse meio, separadamente, foi
inoculado 10 plugs miceliais de 5 cm de diametro (Plug) ou suspensdo de esporos de maneira
a se obter a concentracio de 1 x 10° esporos/mL de meio (Esp). A fermentacéo foi conduzida
a 28 °C, 180 rpm.

Apos 96 h a biomassa foi separada do sobrenadante por filtracdo a vacuo. Em seguida
a biomassa foi lavada trés vezes com agua deionizada esterilizada e acondicionada em frascos
Erlenmeyer contendo 200 mL agua ultra pura. A obtencdo do extrato aquoso foi realizada por
72 h, a 28 °C, a 180 rpm (Sastry et al., 2003; Duran et al., 2007; Vigneshwaran et al., 2007).

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
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Sintese bioldgica de AgNPs

No extrato aquoso recuperado foi adicionada a solugéo de nitrato de prata (AgNOs) 1
M para obtencdo da concentragéo final de 1 mM. A reagéo e os controles (extrato aquoso com
agua destilada e AgNOz 1 mM) foram incubados por 96 h, na auséncia de luz, a 25 °C, 180
rpm. A observagdo da mudanca de coloracdo da reacdo indicou a sintese de nanoparticulas de
prata. A confirmacdo foi realizada por espectrometria de UV-vis em espectrofotometro de
duplo feixe com resolucdo de 0,1 nm numa faixa de leitura de 200-800 nm (Vigneshwaran et
al., 2007; Silva et al., 2017).

Caracterizagio das AgNPs

Determinacdo de diametro hidrodinamico das AgNPs e potencial zeta das suspensoes
coloidais

O diametro hidrodindmico das nanoparticulas foram medidos no equipamento Nano
ZS Zetasizer (Malvern Instruments, Worcestershire, UK), em um angulo de deteccdo da luz
espalhada fixo em 173°, temperatura de 25 °C. As amostras foram diluidas 10 vezes em uma
solugdo de 10 mol.L? de KCI e as medices realizadas em célula capilar com um caminho
otico de 10 mm. Na mesma ocasido foi determinado também o potencial zeta ({) das solugdes

de AgNPs.

Determinacdo do diametro e da forma das AgNPs por Microscopia Eletronica de
Transmissdo (TEM)

A microscopia eletronica de transmissdo foi utilizada para verificar a forma e o
tamanho das nanoparticulas, assim como, a presenca de uma camada de protecdo em volta das
mesmas, caracteristica importante para estabilidade das nanoparticulas em solucdes coloidais.

Para as analises as amostras foram diluidas e gotejadas em uma grade de cobre
revestida de carbono (malha de 400 mesh) e secas a temperatura ambiente. As imagens de
microscopia eletrénica de transmissdo foram obtidas no equipamento Carl Zeiss CEM 902,

operando com voltagem de aceleracdo de 80 kV.
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Confirmacéo da presenca de prata metélica por difracdo de Raios-X (DRX)

As amostras liofilizadas foram submetidas a anélises de difracdo de Raios-X num
difratémetro Shimadzu, modelo XRD7000, operando com radiacdo CuKa (A = 1,54060 A),
tensdo de 40 kV, corrente de 30 mA, velocidade de varredura 2° min™! e regifo de 26 entre 5 e
90°. Essa técnica possibilita a criacdo de difratogramas referentes a estrutura cristalina da
amostra devido a sua distancia interatdmica. E umas das técnicas mais utilizadas na

caracterizacdo de nanomateriais (Oliveira, 2011; Silva et al., 2017).

Espectroscopia de Infra-Vermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros da regido do infravermelho, no modo transmitancia, foram obtidos em
espectrofotometro FT-IR (espectometro Bomem MB Series-B102), na faixa espectral de 4000
a 400 cm™. Para leitura no equipamento foram confeccionadas pastilhas de brometo de
potassio (KBr) contendo 10% (cerca de 1 mg) das amostras de AgNPs previamente

liofilizadas, a compactacéo foi realizada em prensa hidraulica com molde cilindrico.

Energia Dispersiva de Raios-X (EDX)

A composicdo elementar das AgNPs liofilizadas foi determinada em Espectrometro de
Microfluorescéncia de Raios-X (micro EDX1300, Shimadzu) em cinco pontos da amostra

utilizando tenséo de aceleracédo de 15 e 50 kV e contagem de tempo de 200 segundos.

Espectrometria de Emissédo de Plasma (ICP)

A técnica de ICP foi utilizada para determinar a quantidade de prata na solucdo de
AgNPs. A andlise foi realizada no espectrometro de emissao de plasma (PerkinElmer, Optima
8000). A curva de calibracdo para o elemento analisado (Ag) foi construida a partir de
venosolucgdes de nitrato de prata com concentracdes variando de 0,1 a 50 mg/L. A solu¢édo de

AgNPs foi diluida 10 vezes para leitura no equipamento.
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Determinacao da atividade antimicrobiana das AgNPs

A atividade antimicrobiana das nanoparticulas de prata foi realizada frente a
Escherichia coli (CBAM 0001), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Candida albicans
(DPUA1706) pela técnica de difusdo em agar (Ostrosky et al., 2008). Os cultivos dos micro-
organismos teste foram preparados em Agar Miiller-Hinton e agar Sabouraud, em placa de
Petri, para bactérias e leveduras, respectivamente. Como indculo foi utilizado 100 uL de uma
suspensdo celular na concentragio de 108 CFU/mL para bactérias e 10® CFU/mL para
leveduras. De cada solucdo de AgNPs foram transferidos 100 pL para pocos de 8 mm de
didmetro, incluindo os controles itraconazol [50 pug/mL] para leveduras, estreptomicina para
bactérias [50 ug/mL] e AgNOs [1 mM]. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h para
bactérias e 48 h para leveduras. Os halos de inibicdo foram medidos no reverso da placa com

auxilio de uma régua milimétrica.

Determinacéo da Concentragdo Minima Inibitdria

A Determinacdo da Concentragdo Minima Inibitoria foi realizada de acordo com a
metodologia de microdiluicdo em caldo, descrita no documento M7-A6 e M27-A2 do CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute) frente a Escherichia coli (CBAM 0001),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), S. epidermidis (CBAM 0293), Candida albicans
(DPUAL706) e Trichosporon beigelii (DPUA 210). O teste foi realizado em triplicata em
microplaca de 96 pocos contendo meio RPMI (Sigma ®) para crescimento da leveduras (5 X
10° UFC/mL) e caldo Mieller-Hinton para bactérias (5 X 10° UFC/mL). ConcentragGes de
0,12 a 58,95 pg/mL de AgNPs foram utilizadas para a inibicdo dos micro-orgaismos. E como
controle positivo foi utilizado itraconazol (100 pg/mL) para leveduras e estreptomicina (100
ug/mL) para bactérias. Os controles de crescimento dos micro-organismos e esterilizagdo do
meio de cultura e das suspensdes de AgNPs também foram realizados.

A Concentracdo Minima Inibitéria foi determinada visualmente apds 24 h de
incubacdo a 37 °C para bactérias e 48 h para leveduras utilizando-se o revelador Alarmar
Blue® (10% v/v).
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Determinacéo de citotoxicidade in vitro

Para o ensaio de citotoxicidade foram utilizados fibroblastos humanos (MRCS5)
mantidos no meio de cultura Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com
10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e Penicilina 1% (p/v). As células foram mantidas em estufa
com injecdo de 5% de CO., a 37 °C. A citotoxicidade foi avaliada pelo método do Alarmar
Blue (Ahmed et al., 1994). As células foram inoculadas na concentracdo de 0,5 x 10* células
por poco, em placas de 96 pocos e mantidas a 37 °C, com 5% de CO,. Ap6s 24 horas, as
células foram tratadas na concentracdo de 100 pug/mL de AgNPs liofilizadas durante 72 horas.
Como controle positivo foi utilizada a doxorrubicina (20 uM ou 34 pg/mL) e como controle
negativo DMSO (0,01%, v/v). Apds adicdo do Alarmar Blue® (0,4% v/v) a fluorescéncia foi
medida a 465 nm e 540 nm no leitor de microplaca (DTX800 Beckman e Coulter). Os
experimentos foram realizados em triplicata. As imagens foram capturadas por meio do
programa Zen 2 da Carl Zeiis Microscopio Gmbh Company® e os dados foram analisados no
programa GraphPad prism 6.0.

Sintese de microesfera de alginato

A sintese das microesferas de alginato foi realizada por coacervacdo complexa em um
Unico estagio de acordo com a metodologia adaptada de Kleinubing et al. (2014) e Chaodao et
al. (2017), utilizando AgNPs mediada por A. flavo-furcatis. Na elaboracdo das microesferas
50 mL de uma solucdo de alginato de sodio 1,75% (m/v) foi gotejada lentamente com uma
seringa a partir de uma altura de 30 cm em uma solucéo de cloreto de célcio 2,0% (m/v), sob
agitacdo constante. ApoOs a sintese, as microesferas foram lavadas com &gua ultra pura e
desidratadas em dessecador por 76 h. A incorporacdo das AgNPs nas microesferas foi
realizada in situ, na qual a solucdo de AgNPs foi utilizada como solvente do alginato de sodio,
e ex situ onde as microesferas foram imersas em uma solucdo de AgNPs até completa

absorcao.
Caracterizacdo das microesferas de alginato de s6dio
As microesferas foram caracterizadas por microscopia eletronica de varredura em um

equipamento LEO Electron Microscopy/Oxford (Cambridge, Inglaterra) modelo Leo 440i,
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utilizando aceleracdo de 10 kV. As amostras foram posicionadas em fita metélica adesiva de
dupla face e colacadas sobre suporte metélico cilindrico. As imagens foram obtidas apos
metalizacdo da amostra no equipamento Sputter Coater EMITECH, Modelo: K450 (Kent,
Reino Unido) com uma fina camada de ouro/paladio (200 A°).

Atividade antimicrobiana da microesfera de alginato

Aproximadamente um grama das microesferas foram utilizadas para realizagdo do
ensaio antimicrobiano contra os micro-organismos Escherichia coli (CBAM 0001),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Candida albicans (DPUAL1706) e Trichosporon
beigelii (DPUA 210). em triplicata pela técnica de difusdo em agar (Ostrosky et al., 2008). Os
cultivos dos micro-organismos teste foram preparados em Agar Miller-Hinton e agar
Sabouraud, em placa de Petri, para bactérias e leveduras, respectivamente. Como inéculo foi
utilizado 100 pL de uma suspensdo celular de concentracdo semelhante a escala de Mc
Farland 0,5. Foram utilizados como controles itraconazol (50 pug/mL) para leveduras e
estreptomicina (50 ug/mL) para bactérias. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h para
bactérias e 48 h para leveduras. Os halos de inibicdo foram medidos no reverso da placa com

auxilio de uma régua milimétrica.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Biossintese de AgNPs

A sintese de AgNPs mediada por A. flavo-furcatis foi verificada pela alteracdo da
coloracdo do extrato micelial aquoso de amarelo para marrom (Figura 1). N&o houve
formacdo de agregados e nem mudancga na intensidade de coloracdo ap6s 96 h, dados que
indicam a manutencdo das particulas em dispersdo na solu¢do. A mudanca de cor foi devido
ao efeito de ressondncia plasmonica de superficie localizada (LSPR) e reducdo da AgNO3 (Li
et al., 2012). LSPR se refere a oscilacdo coletiva dos elétrons livres nas nanoparticulas
metalicas ao interagir com a radiacao eletromagnética (Cao et al., 2011; Gonzéles et al., 2014;
Al Juraifani and Ghazwani, 2015).
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Figura 1. Espectro de absorgao de UV-Vis das AgNPs biossintetizadas pelo extrato aquoso da biomassa de

Aspergillus flavo-furcatis DPUA 1451 apds 96 h de reacdo.
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O perfil dos espectros de absor¢do das AgNPs obtidas ap6s indculo de esporo (Esp) foi
significativamente diferente do perfil das AgNPs obtidas apds indculo de disco micelial
(Plug) (ESP: Abs = 0,96; comprimento de onda = 530,33 nm e Plug: Abs 0,57; comprimento
de onda = 452 nm) provavelmente devido a interacdes diferenciadas entre os ions de prata e
as moléculas presentes nos diferentes extratos miceliais. Este resultado indica que o tipo de
indculo utilizado para producdo da biomassa micelial influencia a sintese de AgNPs.
Banerjee and Das (2013) estudando a interagdo das AgNPs com proteinas concluiram que o
perfil da banda plasmdnica de superficie assim como o tamanho e as propriedades de
agregacdo das mesmas depende do tipo e da concentragdo de proteinas.

Caracterizagio das AgNPs

Determinacéo de diametro hidrodinéico das AgNPs e potencial zeta das solucdes

coloidais.

O potencial zeta das AgNPs mediada por A. flavo-furcatis variou -22,8 a -29,7 mv
(Tabela 1), sugerindo que AgNPs tem uma elevada repulsdo eletrostatica, caracteristica que
contribui para sua estabilizacdo pois, segundo Roy et al. (2013), particulas em suspensdo com
grande potencial zeta negativo ou positivo tendem a se repelir e ndo formam agregados.

O diametro hidrodinamico das AgNPs de A. flavo-furcatis medido por DLS variou de
61,99 a 124,4 nm (Tabela 1) confirmando que houve formacdo de particulas dentro da
dimensdo de nanoescala (1-100 nm) na maioria das suspensbes. O indice de
polidispersividade (PDI) variou de 0,251 a 0,295 confirmando que as suspensdes de AgNPs
sdo monodispersas pois esta dentro do intervalo definido de 0,01 a 0,7 para particulas

monodispersas (Honary et al., 2013; Tarafdar and Raliya, 2013).

Tabela 1. Diametro hidrodindmico e potencial zeta das suspensdes de AgNPs.

Amostras Size (nm) PDI Potencial Zeta (mv)
AgNP-Esp-1 124,4 0,295 -22,8
AgNP- Esp-2 81,71 0,266 -29,7
AgNP- Esp-3 71,13 0,283 -24,8
AgNP-PLUG-1 71,14 0,257 -26,6
AgNP- PLUG-2 61,99 0,251 -28,5
AgNP- PLUG-3 70,65 0,270 -29,3
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Anélises de Microscopia Eletrénica de Transmissao

As imagens de microscopia eletronica de transmissdo (Figura 2) mostraram que as
AgNPs sintetizadas por A. flavo-furcatis tem predominantemente forma arredondada e em
menor frequéncia triangular, com tamanho médio de 80,17 nm. Além disso, foi observada a
formacdo de uma fina camada em volta das nanoparticulas que pode esta contribuindo para a
estabilidade das mesmas.

Figura 2. Microscopia eletronica de transmissdo das AgNPs biossintetizada pelo extrato aquoso da biomassa de

Aspergillus flavo-furcatis. Seta destacando a formagéo de uma camada em volta das nanoparticulas.
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Na literatura ja foram reportadas nanoparticulas mediadas por espécies do género
Aspergillus com tamanho minimo de 1 e maximo de 140 nm (Sagar and Ashok, 2012; Klalil,
2013; Roy and Das, 2015). Entretanto, a mediacdo da sintese de AgNPs por A. flavo-furcatis
ainda ndo foi relatada na literatura.

Analise de difragéo de raios-X (DRX)

O padrdo DRX obtido das AgNPs sintetizadas mostra a natureza cristalina da amostra
e confirma a presenca de prata pura na solucdo de nanoparticulas analisada. E possivel
observar no espectro de difracdo de raios-X (Figura 3), a formacgéo de cinco picos distintos a
37,97°, 44,29°, 64,66°, 77,46° e 81,44° correspondente aos (111), (200), (220), (311) e (222)
plano de face cubica centrada (fcc). Esses planos correspondem as faces cubicas centradas
(fcc) da nanoparticulas de Ag® (Crystal Structure Database-ICSD/Code 64,994). A presenca
destes cinco planos cristalinos confirma a formacdo de prata metélica na suspensdo de
AgNPs.
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Figura 3. Padrdo de DRX de AgNPs biossintetizadas pelo extrato aquoso da biomassa de Aspergillus flavo-
furcatis.

113



Andlises de Espectroscopia de Infra-Vermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os modos vibracionais presentes nas AgNPs biosintetizadas por A. flavo-furcatis
foram analisadas por FTIR. O espectro obtido apresentou 11 picos distintos (Figura 4), destes
0 pico 3405 cm? esta relacionado com energia de vibragdo de amidas primaria e secundaria
de proteinas. E o pico 1650 esta relacionado com a energia de vibragdo da carbonila e, €
atribuido a ligagdo amida | da proteina. Esses resultados corroboram com estudos de
Saravanan (2010), EI-Aziz and Arm (2012), Phanjom and Ahmed (2015). A analise espectral
revelou a presenca de grupos funcionais de aminoacidos e proteinas, presentes no extrato

aquoso da biomassa de A. flavo-furcatis que podem estar participando da biossintese de
AgNPs.
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Figura 4. Espectros de FTIR de AgNPs biossintetizadas pelo extrato aquoso da biomassa de Aspergillus flavo-
furcatis.
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Energia dispersiva de raios-X (EDX)

A anélise do espetro de EDX revelou um forte sinal na regido proxima de 3,0 KeV que
corresponde ao pico do elemento prata (Pereira et al., 2014; Elgorban et al., 2016). Na figura
5 foi possivel obsevar trés picos: 3,00 keV, 3.19 keV e 3,37 Kev que correspondem as
energias de ligacdo de AglLa, AgLbl e AgLb2, respectivamente. Os trés picos destacados
compbem o perfil de absorcdo Optica do elemento prata indicando que as AgNPs mediadas
por A. flavo-furcatis séo de elevada pureza.
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Figura 5. Espectro de FTIR das AgNPs biossintetizadas pelo extrato aquoso da biomassa de Aspergillus flavo-
furcatis.

Espectrometria de Emissao de Plasma (ICP-OES)

As analises de espectrometria de emissdo de plasma determinaram que a concentracao
das suspensdes de AgNPs obtida apds a biossintese por A. flavo-furcatis foram variaveis,
entretanto ndo houve diferenca significativa quando analisada no teste T (intervalo de
confianga 95%). As AgNPs obtidas com inoculo de esporos (1x10° esporos/mL de meio)
apresentaram uma concentracdo média de prata igual a 11,45+1,1 mg/mL enquanto que a
concentracdo média das AgNPs obtidas quando utilizado o in6culo de plugs (10 plugs de 5
cm de diametro) foi igual a 13,53 + 0,94 mg/mL (Tabela 2).
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Tabela 2. Concentracéo de prata das suspensdes de AgNPs biossintetizadas pelo extrato aquoso da biomassa de
Aspergillus flavo-furcatis.

Suspensdes de Concentracéo de Ag
nanoparticulas [ng/mL]
AgNP-Esp-1 10,22
AgNP- Esp-2 11,79
AgNP- Esp-3 12,34
AgNP-PLUG-1 13,87
AgNP- PLUG-2 14,25
AgNP- PLUG-3 12,47

Atividade antimicrobiana das AgNPs

No teste preliminar pelo método de difusdo em agar foram avaliadas AgNPs oriundas
da sintese do extrato micelial obtido no bioprocesso utilizando como indculo: suspensdo de
esporos (Esp-1, Esp-2 e Esp-3) e disco micelial (Plug-1, Plug-2, Plug-3). S. aureus apresentou
resisténcia a todas as AgNPs testadas, entretanto a E. coli e C. albicans foram sucetiveis a

maioria das AgNPs biosintetizadas por A. flavo-furcatis.

Tabela 3. Atividade antimicrobiana das AgNPs biossintetizadas pelo extrato aquoso da biomassa de

Aspergillus flavo-furcatis.

Nanoparticulas de

Micro-organismos teste (halos em mm)

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Candida albicans

Prata
(CBAM 0001) (ATCC 25923) (DPUA 1706)
AgNP-Esp-1 0,00 0,00 28,00+1,00?
AgNP- Esp-2 12,20+0,27¢ 0,00 24,47+0,50°
AgNP- Esp-3 15,00+0,50° 0,00 18,70+0,00¢
AgNP-PLUG-1 18,80+0,29° 0,00 18,70+0,25¢
AgNP- PLUG-2 21,00+0,00? 0,00 16,30+0,25¢
AgNP- PLUG-3 18,73+0,25° 0,00 17,70+0,25¢%4

Médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

As AgNPs mais efetivas para inibicdo do crecimento de C. albicans foi AgNPs-Espl

promovendo halo de 28,00 mm porém esse efeito ndo foi observado nas bactérias testadas.

Para E. coli a AgNPs mais efetiva foi AQNP-PLUG-2, promovendo halo de inibi¢cdo de 21,00

mm (Tabela 3).
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Nenhuma das AgNPs inibiu o crescimento de S. aureus, provavelmente pelo tamanho
superior das AgNPs produzidas por Aspergillus associada a dificil interacdo dessas moléculas
com a parede celular de bactérias Gram positivas. Fayaz et al. (2010) estudando a interacao de
AgNPs em bactérias concluiram que tais moléculas apresentaram um efeito menos
significativo em bactérias Gram positivas do que em Gram negativas, devido a presenca de
uma camada grossa de peptidoglicano (~20-80 nm) que forma uma estrutura rigida
tridimensional. Esta estrutura dificulta a ancoragem e a penetracéo das AgNPs.

Concentracdo Minima Inibitoria das AgNPs

A Concentragcdo Minima Inibitéria determinada neste estudo foi considerada como a
menor concentracdo da solucdo de AgNPs onde ndo ocorreu o crescimento dos micro-
organismos teste.

A CMI das seis suspensdes de AgNPs variou de 5,11 a 0,11 pg/mL. Dentre estes
valores, as amostras de AgNPs que expressaram a menor CMI para T. beigelii e C. albicans
foi 0,11 pg/mL e 0,22 pg/mL, respectivamente. J& para bactérias foram obtidos os seguintes
CMls: 1,73 pg/mL para E.coli; 1,53 pg/mL para S. aureus e 0,87 pg/mL para S. epidermidis.
Resultados semelhantes foram obtidos por Monteiro et al. (2011) com AgNPs coloidal frente
a duas linhagens de C. albicans (MIC = 0,8-1.6 pg/mL) e por Xue et al. (2016) com AgNPs
mediadas por Arthroderma fulvum (CMI=0,5 pg/mL).

Tabela 4. Concentracdo minima inibitéria (CMI) das suspensdes de AgNPs biossintetizadas pelo extrato
aquoso da biomassa de Aspergillus flavo-furcatis.

Micro- CMI CMI CMI CMI CMI CMI

organismos teste AgNPs-E1 | AgNPs-E2 | AgNPs-E3 | AgNPs-P1 | AgNPs-P2 | AgNPs-P3
(Mg/mL) (Mg/mL) | (Mg/mL) | (pg/mL) | (ug/mL) (Mg/mL)

E. coli

(CBAM 0001) 5,11+0,00° | 5,89+0,00* | 3,09+0,00°¢ | 1,73+0,00¢ | 1,78+0,00¢ | 3,12+0,00°

S. aureus

(CBAMO001) 5,11+0,00° | 5,89+0,00* | 3,09+0,00°¢ | 1,73+0,00¢ | 0,89+0,00" | 1,56+0,00°

S.epidermidis

(CBAM 0293) 2,56+0,00° | 2,95+0,00* | 1,54+0,00° | 0,87+0,00¢ | 0,89+0,00¢ | 1,56+0,00°

C. albicans

(DPUA 1706) 1,28+0,00° | 1,47+0,00% | 0,77+0,00° | 0,22+0,00¢ | 0,22+0,00¢ | 0,39+0,00¢

T. beigelii 2.56+0,00° | 1,47+0,00° | 0,77+0,00° | 0,11%0,00¢ | 0,11+0,00° | 0,39+0,00¢

(DPUAZlO) 1 —_ H —_ H —_ 1 —_ 1 —_ 1 —_\

Médias seguidas de letras distintas, na mesma linha, diferem entre si pelo teste de Games-Howell

(p=0,05).
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Estes dados revelam que as AgNPs produzidas por A. flavo-furcaris s&o mais
eficientes como antifingico, pois, nas condigdes do experimento in vitro foi necessaria uma
quantidade menor de AgNPs para inibir o crescimento das leveduras quando comparado com
inibicdo das bactérias.

Além disso, foi observada uma relacdo entre tamanho da AgNPs e concentragdo de
prata com a atividade antimicrobiana, pois as duas dispersdes de AgNPs (AgNPs-Plugl e
AgNPs-Plug?) que apresentaram menor tamanho e maior concentragdo de prata foram as mais
eficientes como antimicrobiano (Tabela 4). Dessa forma quanto menor o tamanho das AgNPs
e maior a concentracdo de Ag mais efetiva é a agdo antimicrobiana. Esse resultado corrobora
com a pesquisa de Martinez-Gutierrez et al. (2010) na qual a diminuicdo do tamanho das
AgNPs de 29 para 20-25 nm aumentou consideravelmente a atividade antimicrobiana. Ammar
and El-Desouky (2015) também concluiram que AgNPs com maior nivel de concentracdo de
Ag e menor tamanho tém maior potencial para efeitos inibitérios.

Citotoxicidade das AgNPs

Doxorrubicina

1001

ol
o
1

Viabilidade celular (%)

DMSO NP Liofilizada Doxorrubicina
100 pg/mL 20uM /
34ug/mL

Figura 6. Citotoxicidade das AgNPs biossintetizadas pelo extrato aquoso da biomassa de Aspergillus flavo-

furcatis contra fibroblastos humanos MRC5 ap6s 72 h de tratamento.
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No teste de citotoxicidade apds 72 h de tratamento com as AgNPs (100 pg/mL) a
viabilidade celular da linhagem MRC5 foi igual a 100% e as células ndo apresentaram
nenhuma mudanga morfolégicas em comparacdo com o controle negativo (Dimethyl
Sulfoxide [DMSQ]). O Controle positivo (doxorrubicina) apresentou 23% de viabilidade
celular quando testado na concentracdo de 34 pg/ mL (Figura 6). Esses resultados mostram
que a suspensdo de AgNPs biossintetizada por A. flavo-furcatis DPUA 1451 ndo é tdxica
segundo metodologia de Ahmed et al. (1994).

Morfologia da microesfera de alginato

As imagens obtidas no MEV (Figura 7) mostram a morfologia das microesferas de
alginato contendo AgNPs obtidas ap0s sintese por coacervacdao complexa em cloreto de
calcio.

As microesferas apresentam tamanho aproximado de 950 pum com formado circular,
topografia ligeiramente irregular e presenca de fissuras em sua superficie. Observa-se
claramente que a topografia das microesferas obtidas pelo método ex situ de incorporacdo de
AgNPs (7B) apresenta fissuras maiores e mais profundas do que as microesferas obtidas pelo
método in situ (7A).

A presenca de fissuras na forma de canal nas microesferas também foi obervada por
Zhang et al. (2011) e Kleinubing et al. (2014), os quais destacaram que o0s canais formados em
particulas ou microparticulas podem servir como facilitadores de liberacdo rapida de drogas
(efeito “burst”) para o meio externo. Provavelmente o método de incorporacdo das AgNPs nas
microesferas (ex situ) contribuiu para formacéo de fissuras mais profundas, pois nesse método
as microesferas absorveram a solucdo de AgNPs até sua capacidade maxima condicdo que

pode ter alterado sua estrutura.
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Figura 7. Micrografia eletronica das microesferas de alginato obtidas em Microscopio Eletronico de Varredura
(LEO Electron Microscopy/Oxford) com aumento de 100 e 10 um. (A) microesfera incorporada com AgNPs

pelo método in situ; (B) microesfera incorporada com AgNPs pelo método ex situ.
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Atividade antimicrobiana das microesferas de alginato

O resultado da atividade antimicrobiana das microesferas de alginato incorporadas

com AgNPs pelo método in situ e ex situ frente a quatro micro-organismos teste estd

apresentado na tabela 5. Todas as microesferas inibiram o crescimento dos micro-organismos

testados com excessdo das microesferas produzidas pelo método ex situ (M.E.E.) frente a T.

beigelii. As microesferas incorporadas com AgNPs pelo método in situ (M.E.I.) foram

significativamente (p < 0,05) mais eficientes na inibicdo dos micro-organismos testados.

Tabela 5. Atividade antimicrobiana das AgNPs biossintetizadas pelo extrato aquoso da biomassa de

Aspergillus flavo-furcatis imobilizadas com alginato de célcio

Microesferas

Micro-organismos teste
(halos em mm)

de Alginato | Staphylococcus aureus | Escherichia coli | Candida albicans | Trichosporon beigelii

(ATCC 25923) (CBAM 0001) (DPUA1706) (DPUA 210)
M.E.I. 26,33+0,58° 26,00+1,15* 31,330,572 21,0+1,0
M.E.E. 20,33+0,58° 13,67+1,15° 20,00+0,00° 0,00°

M.E.I. = microesferas produzidas pelo método in situ

M.E.E. = microesferas produzidas pelo método ex situ

Médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Os maiores halos de inibicdo obtidos frente as M.E.I. foram: 26,34 mm para S. aureus;

26,00 mm para E. coli; 31,33 mm para C. albicans e 21,00 mm para T. beigelli (Figuras 8 e

9). As microesferas de alginato incorporadas com AgNPs foram mais eficientes na inibicéo

das leveduras testadas quando comparadas com as bactérias.

A imobilizacdo das AgNPs biossintetizadas pos A. flavo-furcatis em matrizes de

alginato de sddio potencializou o efeito antimicrobiano dessas moléculas nos testes in vitro

pelo método de difusdo em agar.
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Figura 8. Atividade antiflngica das microesferas: (A) Candida albicans e (B) Trichosporon beigelli. M.E.E. a
direita e M.E.I. a esquerda das placas de Petri.

Figura 9. Atividade antibacteriana das microesferas frente a Escherichia coli: (A) M.E.E e (B) M.E.I.
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CONCLUSAO

A linhagem de Aspergillus flavo-furcatis selecionada (DPUA 1451) é capaz de reduzir
os ions de Ag e dessa forma mediar a sintese de nanoparticulas de prata estaveis,
monodispersas, com propriedades antimicrobianas e ndo tdxicas quando testadas in vitro. A
incorporacdo de AgNPs em microesferas de alginato potencializou o efeito antimicrobiano
dessas moléculas, principalmente o efeito anti-levedura, possibilitando a utilizacdo desse
bionanocompdsito para finalidades assépticas na area médica, cosmética, famacéutica e

ambiental.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados desta pesquisa conduziram as seguintes conclusdes:

e As sequencias resultantes da amplificacdo da regido ITS2 (Internal Transcribed Spacer
Region 2) e parte das subunidades 5,8S e 28S do rDNA foram eficientes para
classificacdo das linhagens nos grupos niger e flavus e identificacdo a nivel de género,
entretanto para identificacdo ao nivel de espécie essa regido do rDNA ndo foi eficaz.

e Os Aspergillus do bioma Amazdnico sdo promissores para utilizagdo em processos de
sintese biologica de nanoparticulas de prata, pois secretam moléculas que reduzem e

promovem a nucleacéo dos ions de prata dando origem as AgNPs.

e Dos Aspergillus selecionados, para as analises de biorreducdo da prata e sintese de
nanoparticulas, as linhagens de maior eficiéncia, nas condi¢bes de fermentagdo
empregadas, foram as classificadas no grupo flavus: Aspergillus flavo-furcatis e A.

oryzae.

e A linhagem de Aspergillus flavo-furcatis (DPUA 1451) é capaz de reduzir os ions de
prata e dessa forma mediar a sintese de nanoparticulas de prata estaveis,
monodispersas, com propriedades antimicrobianas e ndo tdxicas quando testadas in

vitro.

e As suspensdes de AgNPs com moléculas de menor tamanho foram mais eficientes
contra bactérias enquanto que as AgNPs de maior tamanho foram mais eficientes na

inibicdo de leveduras.

e As AgNPs produzidas por Aspergillus apresentam propriedades antimicrobianas
relevantes, demostrando grande potencial para utilizacdo na area médica, farmacéutica
e cosmética devido a elevada eficiéncia e baixo grau de toxicidade.

e A incorporacdo de AgNPs em membranas nanoestruturas de acetato de celulose

aumenta a acdo antilevedura das AgNPs, resultando no desenvolvimento de um
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nanocomposito com propriedades antifungicas ampliadas podendo ser utilizado em

diversas areas médicas.

e A incorporacdo de AgNPs em microesferas de alginato potencializou o efeito
antimicrobiano dessas moléculas, principalmente o efeito anti-levedura, possibilitando
a utilizacdo desse bionanocompdsito para finalidades assépticas na area médica,

cosmética, famacéutica e ambiental.
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Silver nanoparticles (AgNPs) are nanoforms that express higher antimicrobial
potential due to their shape and reduced size. The use of fungi to mediate the
synthesis of AgNPs has increased the interest of scientists because of their rapid
growth, large-scale cultivation and secretion of non-toxic molecules. The aim of this
study was to synthesize AgNPs mediated by Aspergillus oryzae DPUA 1624 and
evaluate the antimicrobial activity of these molecules incorporated in cellulose
acetate nanomembranes (NanoMAC). The synthesis of AgNPs was confirmed by UV-
visible spectroscopy and the characterization was performed by dynamic light
scattering, transmission electron microscopy, X-ray diffraction, X-ray dispersive
energy and advanced spectroscopy and spectroscopy methods. The synthesis of the
membrane was done by electro-spinning and its thickness was analyzed in scanning
electron microscope. The AgNPs were added to NanoMAC and the antimicrobial
effect was evaluated by agar diffusion method against Staphylococcus aureus,
Escherichia coli and Candida albicans. The aqueous extract of A. oryzae mediated the
synthesis of AgNPs with rounded and some triangular shapes. The diameter and zeta
potential of these particles were 61.15+11.45 nm and -28.7 mv, respectively. The
NanoMAC with AgNPs showed an increase in antifungal activity of 24.22% when
tested against C. albicans. This study demonstrated that A. oryzae is able to mediate
AgNP synthesis with anti-yeast action and the impregnation of AgNPs in acetate
cellulose nanomembranes resulted in the development of a more efficient
antimicrobial nanocomposite.

Key words: Silver nanoparticles, Aspergillus oryzae, cellulose nanofibers, anti-yeast. 131
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