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RESUMO

No cenário pós-pandemia, em que a preocupação com formas de se proteger

de bactérias e vírus aumentou, a aplicação de nanopartículas de prata (AgNPs) em

tecidos se destaca como uma abordagem pouco suscetível à resistência microbiana.

Esses materiais podem ser incorporados em roupas, máscaras e equipamentos de

proteção (EPIs), oferecendo barreiras adicionais contra infecções por patógenos e

aumentando a qualidade e o tempo de vida dos tecidos. No contexto de produção

sustentável, a síntese verde de AgNPs representa uma alternativa sustentável e

eficiente para a produção de materiais com propriedades antimicrobianas. Este

trabalho investigou o potencial de fabricação de AgNPs a partir dos caldos de

fermentação dos fungos endofíticos Fusarium sp. e Penicillium sp. isolados da planta

Polygala paniculata, da Mata Atlântica. A síntese verde conduzida com o caldo do

Fusarium sp. produziu AgNPs (NPs-F) com um diâmetro médio de 59 nm, ao passo

que as AgNPs produzidas pelo caldo do Penicillium sp. (NPs-P) apresentaram um

diâmetro médio de 85 nm. No que diz respeito a atividade antimicrobiana, as NPs-F

apresentaram maior potencial bactericida e antibiofilme, sendo necessária uma

concentração muito maior de NPs-P para obter o mesmo resultado observado no

tratamento com NPs-F. Também foi observado que o caldo de fermentação do

Penicillium sp. apresentou uma eficiência de síntese muito maior, produzindo cerca

de 2,54 × 1010 partículas/mL, o dobro de AgNPs produzidas pelo caldo do Fusarium

sp.. Apesar disso, a eficiência da síntese verde ainda é um desafio a ser superado,

com conversões relativamente baixas de AgNO₃ em AgNPs, exigindo otimizações

para viabilizar sua produção em escala industrial.

Palavras-chave: Endófitos, síntese verde, nanopartículas de prata, antimicrobianos,

fungos.



4

ABSTRACT

In the post-pandemic scenario, where concern about ways to protect against

bacteria and viruses has increased, the application of silver nanoparticles (AgNPs) in

fabrics stands out as an approach less susceptible to microbial resistance. These

materials can be incorporated into clothing, masks, and personal protective

equipment (PPE), providing additional barriers against pathogen infections and

enhancing the quality and lifespan of fabrics. In the context of sustainable production,

the green synthesis of AgNPs represents a sustainable and efficient alternative for

producing materials with antimicrobial properties. This study investigated the

potential for fabricating AgNPs using fermentation broths of the endophytic fungi

Fusarium sp. and Penicillium sp. isolated from the plant Polygala paniculata, native

to the Atlantic Forest. The green synthesis conducted with the broth of Fusarium sp.

produced AgNPs (NPs-F) with an average diameter of 59 nm, while the AgNPs

produced by the Penicillium sp. broth (NPs-P) had an average diameter of 85 nm.

Regarding antimicrobial activity, NPs-F showed greater bactericidal and antibiofilm

potential, requiring a much higher concentration of NPs-P to achieve the same

results observed with NPs-F. It was also noted that the fermentation broth of

Penicillium sp. demonstrated much higher synthesis efficiency, producing

approximately 2,54 × 1010 particles/mL, double the amount of AgNPs produced by

the Fusarium sp. broth. Despite this, the efficiency of green synthesis remains a

challenge to be addressed, with relatively low conversions of AgNO3 into AgNPs,

requiring optimizations to enable its production on an industrial scale.

Keywords: Endophytes, green synthesis, silver nanoparticles, antimicrobials, fungi.
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1 INTRODUÇÃO

A nanotecnologia é um campo que começou a ser amplamente explorado nas

últimas décadas, sobretudo após a criação de programas como o “National

Nanotechnology Initiative” (NNI) dos Estados Unidos. Com variados tamanhos,

formatos e materiais, as nanopartículas de prata (AgNPs) são partículas em escala

nanométrica feitas de prata e capazes de desempenhar um papel muito importante

no combate aos microrganismos patogênicos, propriedade que atraiu muita atenção

durante a pandemia da COVID-19 no ano de 2020 (RUIZ‐HITZKY et al., 2020).

Com a demanda dos consumidores por materiais com propriedades

antimicrobianas, o mercado passou a ofertar uma gama de produtos com a

capacidade de inibir e/ou destruir microrganismos tais como o SARS-CoV-2

(BETTENHAUSEN, 2022). O mercado têxtil soube explorar essa demanda com

maestria e aumentou a produção dos chamados “tecidos antimicrobianos” que, até o

momento, restringia-se a produtos destinados ao setor da saúde, como jalecos e

máscaras (IVANOSKA-DACIKJ et al., 2023). Contudo, atualmente, é possível

encontrar, sem dificuldade, camisetas produzidas com essa mesma tecnologia.

Apesar da popularidade das nanopartículas metálicas ter aumentado nos

últimos anos, não é possível ignorar que sua produção envolve substâncias

químicas tóxicas e poluentes, como o borohidreto de sódio e N,N-dimetilformamida

(DMF)(BAIG & KAMMAKAKAM, 2021). Para remediar essa problemática, um novo

campo passou a ser explorado: a síntese verde, também chamada de síntese

biológica. Trata-se de uma alternativa aos meios convencionais que faz uso de

fontes biológicas, como plantas e microrganismos, para a produção de agentes

redutores e estabilizadores utilizados na síntese de nanopartículas. Nesse contexto,

a bioprospecção de microrganismos é uma grande aliada.

Dentre os territórios de exploração da biodiversidade microbiana brasileira

temos a Mata Atlântica. Trata-se da maior floresta pluvial tropical do continente

americano, com cerca de 8 mil espécies endêmicas (Fundação SOS Mata Atlântica

& INPE, 2001). Por ser considerado um dos hotspots mundiais de biodiversidade

(MYERS et al., 2000), sua bioprospecção é altamente justificada. Deste habitat, Cruz

et al. (2018) isolaram da planta Polygala paniculata os endofíticos utilizados neste

trabalho.
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1.1 Nanotecnologia

As nanopartículas (NPs) são definidas como partículas sólidas com um

tamanho que pode variar de 10 até 100 nm, podem ser aplicadas em uma gama de

campos que vão desde a química, física e biologia, até a medicina, engenharia e

eletrônica. O conceito de nanociência, área de estudo e manipulação das

nanopartículas, foi apresentado para a comunidade pela primeira vez em 1959 pelo

ganhador do prêmio Nobel Richard P. Feynman durante sua palestra “There’s Plenty

of Room at the Bottom” na reunião anual da Sociedade Americana de Física no

California Institute of Technology. Posteriormente, sua palestra foi transcrita e

publicada pela primeira vez em 1960 na revista Engineering and Science do Caltech.

Apenas 15 anos depois da palestra de Feynman, o termo “nanotecnologia” foi

utilizado pela primeira vez pelo cientista Norio Taniguchi (TANIGUCHI et al., 1974).

As propriedades das nanopartículas são variadas e dependem de algumas

características intrínsecas, tais como material, tamanho e formato. Em 1990, um

grupo de cientistas analisou a Taça Licurgo do Museu Britânico, um artefato do

século 4 d.C. que ilustra a morte do rei Licurgo da Trácia (BARBER & FREESTONE,

1990). Essa taça é conhecida por seu vidro dicroico, ou seja, ela é capaz de refletir

diferentes cores a depender da incidência de luz, variando de vermelho a verde. A

análise revelou que o fenômeno se deve a presença de NPs formadas pela liga de

ouro (Au) e prata (Ag). Enquanto a cor vermelha era explicada pela absorção de luz

pelas partículas maiores de Au, a cor verde foi atribuída à dispersão de luz pelas

nanopartículas de Ag com um tamanho menor que 40 nm (FREESTONE et al.,

2007). Esse fenômeno de interação entre a luz e o material é conhecido como

ressonância plasmônica e permite distinguir o material, o tamanho e até o formato

das NPs metálicas.

Devido à gama de especificidades das NPs, suas aplicações são exploradas

em diversos setores, por exemplo, na agricultura como promotores de crescimento

(ZHAO et al., 2020) e na medicina como drug delivery (DANG & GUAN, 2020). Uma

aplicação que tem chamado a atenção dos estudiosos é a propriedade

antimicrobiana das NPs de prata (AgNPs). Desde a Antiguidade, a prata era utilizada

para tratamento de feridas devido à sua atividade bactericida. A descoberta da

penicilina mudou esse cenário, resultando na difusão dos antibióticos por todo o

mundo, deixando a prata de lado por décadas. Porém, com o desenvolvimento de
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cepas bacterianas multirresistentes, a prata volta a atrair o interesse da comunidade

científica (ECKHARDT et al., 2013). A vantagem da utilização de AgNPs em virtude

dos antimicrobianos convencionais é seu mecanismo de ação que não causa a

pressão seletiva responsável pelo desenvolvimento da resistência microbiana (RAI

et al., 2012).

As AgNPs utilizam de diversos mecanismos para contornar a resistência

bacteriana aos antimicrobianos (HINDI et al., 2009 KNETSCH et al., 2011). Os íons

de Ag+ interagem com as proteínas que contêm enxofre e fósforo da parede e da

membrana celular das bactérias (BLECHER et al., 2011; KNETSCH et al., 2011),

essa ligação com a porção negativa da membrana cria fendas por onde as NPs

conseguem adentrar o espaço intracelular. Além disso, a desestabilização da

membrana causa o efluxo do conteúdo citoplasmático e a dissipação do gradiente

de H+, causando a morte celular (KNETSCH et al., 2011).

No espaço intracelular, as NPs são capazes de causar danos ainda mais

significativos como: a) inibição da cadeia de transporte de elétrons (HUANG et al.,

2011), b) danificação do DNA e do RNA microbiano (KNETSCH et al., 2011; LARA et

al., 2010), c) inibição da replicação e da divisão celular (HUANG et al., 2011), d)

desnaturação da subunidade 30S do ribossomo, inibindo a tradução (LARA et al.,

2010), e) formação de espécies reativas de oxigênio (ROS) (KNETSCH et al., 2011)

e f) inibição da síntese da parede celular em bactérias gram-positivas (LARA et al.,

2010). O mecanismo bactericida utilizado pelas AgNPs é fortemente impactado por

suas propriedades, como tamanho e formato.

Apesar da eficiência das AgNPs no controle microbiano, a síntese química

desses materiais envolve solventes orgânicos, agentes redutores e estabilizadores,

muitas vezes tóxicos, além da geração de resíduos potencialmente nocivos para o

meio ambiente (BAIG & KAMMAKAKAM, 2021). Neste contexto, a síntese verde se

destaca como uma abordagem ecologicamente vantajosa, que não traz prejuízos

para o meio ambiente, além de ser mais barata, utilizando solventes como a água e

redutores como a glicose. Outra vantagem da síntese verde é a possibilidade de

potencializar a ação das NPs por meio da adesão de moléculas bioativas,

demonstrando um possível sinergismo entre os metabólitos secundários e as NPs

(HELMY et al., 2020).
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1.2 Microrganismos endofíticos

Os endófitos são microrganismos, normalmente fungos e bactérias, que

colonizam os tecidos vegetais inter e/ou intracelularmente de forma simbiótica. Essa

associação entre plantas e microrganismos tem sido estudada há décadas, e ainda

não foi possível elucidar inteiramente sua complexa relação. O que se sabe é que

esses microrganismos são inofensivos para seus hospedeiros e podem aumentar a

resistência das plantas por meio da produção de fitohormônios e compostos

bioativos contra insetos e patógenos (HARDOIM et al., 2008).

Existe um paralelo entre as propriedades medicinais das plantas e os

metabólitos produzidos por esses microrganismos que torna a bioprospecção

endófitos bastante atrativa. É o caso do taxol, um produto natural com propriedade

antitumoral muito utilizado no tratamento de cânceres de mama e ovário. Por muito

tempo a principal fonte de produção deste composto foi a árvore Taxus brevifolia

(STIERLE et al., 1993). Todavia, o cultivo dessa planta requer tempo e investimento.

A descoberta do Taxomyces andreanae, um fungo endofítico encontrado na T.

brevifolia, como organismo produtor do taxol tornou o composto muito mais

acessível.

Acredita-se que a capacidade dos microrganismos de produzirem compostos

vegetais, e vice e versa, tenha resultado de uma possível transferência horizontal de

genes durante a evolução (CASSADY et al., 2004). Por essa razão, a bioprospecção

de produtos naturais é tão relevante e explorada (BOGAS et al., 2020), pois trata-se

de uma fonte inesgotável de conhecimento vital para o desenvolvimento da

sociedade.

1.3 Tecidos antimicrobianos

Em 2020, o mundo foi abalado pela pandemia de COVID-19, a primeira da

era digital. A disseminação do vírus e as medidas de prevenção adotadas causaram

impactos políticos, sociais e econômicos no mundo todo. Um desses impactos foi o

crescimento da demanda por produtos com propriedades antimicrobianas, como

tecidos e produtos de limpeza (BETTENHAUSEN, 2022). A indústria têxtil

desempenhou um papel de grande importância no combate à pandemia com a

produção massiva de máscaras e EPIs.
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De janeiro a abril de 2020, a produção da indústria têxtil na Europa havia

caído 16,8% em comparação com 2019, contudo, a urgência por máscaras e jalecos

abriu uma janela de oportunidade para a inovação deste setor, demonstrando a

importância dos têxteis no combate a epidemias (IVANOSKA-DACIKJ et al., 2023).

Por outro lado, a produção extensiva de máscaras de proteção descartáveis

rapidamente se tornou um problema ambiental (LI et al., 2022), levantando uma

nova necessidade: máscaras reutilizáveis com propriedades antimicrobianas (SEIDI

et al., 2021).

A demanda por tecidos antimicrobianos não findou com a pandemia.

Atualmente é possível encontrar no mercado, além de EPIs, roupas que fazem uso

do mesmo tipo de tecnologia antimicrobiana. Existem, hoje, tecidos com as mais

variadas funcionalidades, tais como regulação térmica (CAI et al., 2019), resistência

a fogo (ILLEPERUMA et al., 2016) e monitoramento cardíaco (ARQUILLA et al.,

2020); estes são denominados smart fabrics, ou tecidos inteligentes. Apesar das

inúmeras funcionalidades, a propriedade antimicrobiana dos tecidos inteligentes é a

mais comercializada no setor de vestuários atual. As famosas “tech T-shirts”

ganharam o mercado brasileiro nos últimos anos e prometem uma tecnologia

“desfavorável à proliferação de bactérias do mau cheiro” - Insider® (Insider

Comércio e Confecção de Peças do Vestuário LTDA, São Paulo, SP., Brasil).

Embora muito utilizadas, as fibras de algodão apresentam uma baixa

resistência aos microrganismos (SEVENTEKIN & UCARCI, 1993). A infestação

microbiana nas fibras causa mau cheiro, descoloração e perda de propriedades

como resistência à tração e elasticidade, diminuindo a vida útil das roupas (GUPTA,

2010). Para aumentar o tempo de vida dos produtos, as indústrias têxteis aderiram à

“moda antimicrobiana” e passaram a aplicar tratamentos de finalização

antimicrobianos aos tecidos.

Normalmente, a propriedade antimicrobiana das roupas é adquirida por meio

da aplicação de uma solução coloidal de AgNP diretamente nas fibras do tecido pelo

método pad-dry-cure. No Brasil encontramos, por exemplo, a NANOX® (NANOX

Tecnologia S/A, São Carlos, SP., Brasil) que fornece os nanoaditivos antimicrobianos

utilizados na fabricação das camisetas da Basicamente® (BASICAMENTE, Jaraguá

do Sul, SC., Brasil), informação encontrada no próprio site da marca (Disponível em:

https://basicamente.com/. Acesso em: 23/11/2024.).
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O mercado de nanomateriais antimicrobianos têm crescido consideravelmente

no país. Nas últimas duas décadas foram realizadas diversas iniciativas

governamentais para fomentar e fortalecer esse setor. A parceria entre empresas e

instituições públicas resultou na consolidação de empresas nacionais com atuação

internacional, como a NANOX®, evidenciando o potencial do mercado brasileiro na

área (DIAS et al., 2021).
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2 OBJETIVO GERAL

Investigar o potencial antimicrobiano das nanopartículas de prata (AgNPs)

biossintetizadas a partir do caldo de fermentação dos fungos endofíticos Fusarium

sp. e Penicillium sp., isolados da Polygala paniculata, da Mata Atlântica (SisGen –

registration number: AF1A75A).

2.1 Objetivos específicos

● Obter o caldo de fermentação dos fungos Fusarium sp. e Penicillium sp.;

● Realizar a biossíntese e caracterização das AgNPs;

● Avaliar in vitro a atividade antimicrobiana da AgNPs por meio da técnica da

difusão em meio sólido a partir de orifício;

● Determinar a concentração inibitória mínima (CIM) das AgNPs contra os

patógenos;

● Avaliar a atividade antibiofilme das AgNPs;

● Avaliar a citotoxicidade das AgNPs.

3 METODOLOGIA

3.1 Obtenção do caldo de fermentação

Os fungos endofíticos foram reativados a partir do cultivo em placas de Petri

contendo 15 mL de meio de cultura Batata-Dextrose-Ágar (BDA), na ausência de

luz, à temperatura de 28°C. Para a ativação do Fusarium sp., 7 dias foram

suficientes, enquanto para o Penicillium sp. foram necessários 10 dias de incubação.

Após o crescimento das colônias, as cepas foram cultivadas em quadruplicata em

Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio líquido Batata-Dextrose (BD) e 10

discos de 5 mm de diâmetro da cultura em cada um dos frascos. Em seguida, foram

incubados no agitador orbital a 120 rpm em uma temperatura próxima dos 26°C

durante 72 horas. A massa micelial dos fungos foi separada utilizando filtros de

papel e lavada com água destilada para retirar quaisquer resquícios do substrato.

Cerca de 10 g de peso fresco da massa micelial foi recuperada e adicionada a

Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de água destilada. Por fim, a massa

micelial foi novamente incubada por 72 horas no agitador orbital a 120 rpm e 26°C.
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3.2 Biossíntese das AgNPs

Para 100 mL de caldo de fermentação foi adicionado 1 mL de solução de

nitrato de prata (AgNO3), visando a concentração final de 1 mM ( ),1 × 10−3𝑚𝑜𝑙/𝐿

tendo em vista o estudo conduzido por Veerasamy et al. (2011) que demonstrou que

a concentração de AgNO3 que promoveu a maior eficiência na biossíntese de

AgNPs foi de 1mM. As soluções reacionais dos fungos Fusarium sp. (NPs-F) e

Penicillium sp. (NPs-P) foram mantidas em agitador orbital a temperatura de 24°C no

escuro a 120 rpm, durante nove dias. Uma das amostras contendo o caldo de

fermentação sem o AgNO3 foi utilizada como controle.

3.3 Caracterização das AgNPs

A etapa de caracterização das AgNPs foi realizada no Laboratório

Interdisciplinar de Eletroquímica e Cerâmica (LIEC) do Centro de Desenvolvimento

de Materiais Funcionais (CDMF) da UFSCar, São Carlos/SP. As soluções reacionais

dos fungos Fusarium sp. e Penicillium sp. foram submetidas à espectroscopia de

UV-Vis com duplo feixe operando entre 200 e 800 nm em três momentos distintos da

incubação (72h, 144h e com 216h de incubação) e utilizando água destilada como

branco (zero). Para visualização das AgNPs, foi conduzida a Microscopia Eletrônica

de Varredura (MEV), realizada também no LIEC.

A técnica utilizada para a quantificação de AgNPs foi a Análise de

Rastreamento de Nanopartículas, também denominada NTA (do inglês, Nanoparticle

Tracking Analysis). Ela foi realizada no Grupo de Nanomedicina e Nanotoxicologia

(GNano) do Instituto de Física de São Carlos da Universidade de São Paulo (USP).
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3.4 Avaliação da atividade antimicrobiana das AgNPs

As propriedades antimicrobiana, antibiofilme e citotóxica das AgNPs foram

testadas contra os patógenos Escherichia coli ATCC 11775 e Staphylococcus aureus

ATCC 29213 pertencentes ao Laboratório de Microbiologia e Biomoléculas (LaMiB)

do Departamento de Morfologia e Patologia (DMP) da UFSCar, São Carlos/SP. As

cepas, mantidas em freezer a -20°C, foram transferidas para o caldo Mueller Hinton

(MH) por 24 horas a 37°C. Em seguida, as colônias bacterianas foram isoladas e,

após 24 horas, ajustadas em uma solução salina esterilizada (0,9%). Utilizou-se o

espectrofotômetro para a padronização do inóculo bacteriano no comprimento de

onda de 620 nm para aferir a densidade óptica (DO) até obter um valor entre 0,08 e

0,10. Para os testes, os caldos de fermentação e as amostras contendo as AgNPs

foram filtrados com filtros de seringas estéreis com 25 mm de diâmetro e poros de

0,22 µm para retirada de contaminantes.

Para o teste qualitativo do efeito antimicrobiano das AgNPs sobre as cepas de

patógenos escolhidos, as bactérias patogênicas foram distribuídas sobre a superfície

das placas de Petri contendo o Ágar MH. Em cada placa foram feitos 3 orifícios

equidistantes, com diâmetro de aproximadamente 1 cm, nos quais foram

depositadas alíquotas de 200 µL da solução reacional contendo as NPs. Em

seguida, as placas foram incubadas por 24 horas a 37°C. Foram utilizadas alíquotas

de 200 µL de AgNO3 a 1mM e do caldo de fermentação puro a título de comparação.

A determinação da concentração inibitória mínima (CIM) foi conduzida

utilizando a metodologia da Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,

2012). Alíquotas de 100 µL de caldo MH foram distribuídas em cada um dos poços

da microplaca. Alíquotas de 100 µL da amostra de NPs foram adicionadas ao

primeiro poço e, após homogeneização, transferidas para o segundo poço e assim

sucessivamente até a finalização da diluição seriada. Em seguida, 5 µL dos inóculos

patogênicos foram adicionados em cada um dos poços da microplaca contendo as

diluições de AgNPs. As microplacas foram incubadas a 28°C por 24 horas.

Adicionou-se 10 µL de resazurina em cada poço e incubou-se as microplacas

novamente por 4 horas. Como controle negativo foi utilizado 100 µL de caldo MH e

como controle positivo 100 µL de MH mais 5 µL de inóculo patogênico.
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A resazurina é utilizada como um indicador de viabilidade celular. Esse

composto, que apresenta coloração azul, é reduzido à resorufina ao entrar em

contato com as células viáveis e passa a apresentar a cor vermelha altamente

fluorescente (LAVOGINA et al., 2022).

3.5 Avaliação da atividade antibiofilme das AgNPs

Para o teste da atividade antibiofilme utilizou-se a bactéria produtora de

biofilme S. aureus ATCC 29213 de acordo com o trabalho desenvolvido por

Stepanović et al. (2000). Alíquotas de 100 μL do caldo caldo de tripticaseína de soja

(TSB) enriquecido com glicose 1% foram adicionadas a cada um dos poços de uma

microplaca de 96 poços. Em seguida, alíquotas de 100 μL da solução de AgNPs foi

adicionada a primeira coluna e a diluição seriada foi realizada da mesma forma do

teste de CIM. Alíquotas de 10 μL do inóculo bacteriano foram adicionadas e a

microplaca foi incubada por 72 horas a 37°C. Após este período, a microplaca foi

lavada com tampão de fosfato salino (PBS) três vezes para remoção das células em

suspensão. Em cada um dos poços foi adicionado 100 μL de cristal violeta 1%, em

seguida a lavagem foi novamente realizada.

Por fim, adicionou-se 100 μL de etanol 95% para a solubilização do biofilme e

aguardou-se 45 minutos. A placa teve sua absorbância aferida em um

espectrofotômetro a 570 nm. Foi utilizado como controle negativo apenas o caldo

TSB enriquecido com glicose 1% e como controle negativo o caldo e o inóculo

bacteriano.
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3.6 Avaliação da atividade citotóxica das AgNPs

Foram utilizadas células da linhagem HDFn (Human Dermal Fibroblasts,

neonatal) cedidas pela Profª Drª Fernanda de Freitas Anibal do Laboratório de

Inflamação e Doenças Infecciosas (LIDI) do Departamento de Morfologia e Patologia

(DMP). Para a avaliação da viabilidade celular foi utilizado o método colorimétrico

pelo 3-(4,5-dimetil tiazol 2-il) 2,5-difenil brometo de tetrazólio (MTT), conhecido como

ensaio do MTT. Este ensaio baseia-se na capacidade de conversão do MTT a

formazan pelas enzimas desidrogenases presentes nas mitocôndrias (MOSMANN,

1983). Assim, a produção de formazan pode ser relacionada à presença de

desidrogenases ativas, ou seja, células viáveis, possibilitando sua utilização em

testes de citotoxicidade. A leitura da absorbância foi realizada em leitor de

microplacas no comprimento de onda de 570 nm.

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 Biossíntese e caracterização das AgNPs

A Figura 1 ilustra a morfologia dos fungos obtida após cultivo em meio sólido.

Após a filtração do micélio, o caldo de fermentação do Fusarium sp. apresentou a

coloração rosada (Figura 2.A), passado os 9 dias da adição do AgNO3 a coloração

passou a ser amarronzada (Figura 2.B).O mesmo aconteceu com o caldo de

fermentação do Penicillium sp. que passou de amarelada (Figura 2.C) para

amarronzada (Figura 2.D). A mudança da cor da solução reacional é um bom

indicador qualitativo da formação das AgNPs.
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Figura 1. (A) Fungo Fusarium sp. após 7 dias de incubação a 28°C e (B) fungo Penicillium sp. após

10 dias de incubação a 28°C.

Figura 2. Caldo de fermentação do Fusarium sp. (A) e do Penicillium sp. (C) após filtragem da massa

micelial dos fungos. Solução reacional do Fusarium sp. (B) e do Penicillium sp. (D) após 9 dias da

adição do AgNO3. A mudança da coloração para marrom indica a síntese das nanopartículas.
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A partir da análise da espectroscopia foi possível comprovar a presença das

AgNPs e o desempenho da síntese verde pelo caldo de fermentação do Fusarium

sp. e do Penicillium sp. em função do tempo de incubação.

Figura 3. Espectro UV-vis com a leitura da absorbância em diferentes períodos de incubação.

A Figura 3 mostra o aumento da amplitude da curva no comprimento de onda

próximo a 440 nm que pode ser interpretado como o aumento da concentração de

AgNPs no caldo de fermentação do Fusarium sp..
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Figura 4. Espectro UV-vis com a leitura da absorbância em diferentes períodos de incubação.

A Figura 4 também mostra o aumento da amplitude da curva no comprimento

de onda próximo a 440 nm, indicando o aumento da concentração de AgNPs no

caldo de fermentação do Penicillium sp..

As AgNPs exibem propriedades ópticas únicas que dependem do tamanho e

da forma das nanopartículas, esse fenômeno é conhecido como ressonância de

plásmon de superfície (MOORES & GOETTMANN, 2006; JANA, GANGULY & PAL,

2016). O fóton incidente é responsável pela excitação dos elétrons do material

metálico que passam a ressoar. Os elétrons ressoantes são chamados de plásmons

de superfície, e causam a perda da intensidade de reflexão do fóton. A leitura de

ambas as AgNPs exibiram a absorção da radiação na região visível do espectro

eletromagnético no intervalo de 400 a 450 nm, espectro associado à ressonância

plasmônica de superfície do metal de prata em escala nanométrica.

Comparando as Figuras 4 e 5, nota-se que o pico obtido pelas NPs-P é quase

duas vezes maior que o pico obtido pelas NPs-F, sendo possível inferir que a

concentração de AgNPs presentes na amostra do fungo Penicillium sp. é maior que

a concentração presente na amostra do Fusarium sp.. Essa hipótese foi,

posteriormente, confirmada pela análise de rastreamento de nanopartículas (NTA).
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A banda de absorção próximo ao intervalo de 200-300 nm em ambos os

caldos, indica a presença de resíduos de aminoácidos aromáticos presentes nas

proteínas produzidas pelos fungos, como o triptofano e a tirosina (EFTINK &

GHIRON, 1981). Essas proteínas são secretadas para o ambiente extracelular,

compondo uma das muitas substâncias presentes no caldo de fermentação. Sua

presença corrobora a teoria de que o produto secretado pelos fungos é o

responsável pela redução extracelular dos Ag+.

O trabalho conduzido por Ahmad et al. (2003) indica que uma das principais

proteínas responsáveis pela síntese extracelular realizada pelo fungo Fusarium sp.

faz parte da família das redutases NADH-dependentes. Apesar da teoria enzimática

ter uma grande adesão da comunidade científica quando nos referimos à redução

extracelular da Ag+, o trabalho de Maliszewska et al. (2014) mostrou que a redução

ocorria mesmo em altas temperaturas, indicando que o método enzimático não é

necessário para síntese, uma vez que a atividade enzimática depende da estrutura

da proteína que se desnatura em altas temperaturas.

Por essa razão, acredita-se que a interação entre os aminoácidos redutores e

os íons metálicos seja a verdadeira responsável pela síntese de NPs metálicas

(MALISZEWSKA et al., 2014). O aminoácido redutor mais provável presente nas

proteínas é a cisteína, que apresenta um grupo tiol na cadeia lateral capaz de

interagir com os íons metálicos. Dessa forma, qualquer proteína contendo o resíduo

de cisteína seria capaz de reduzir Ag+, tanto em sua forma terciária como em sua

forma desnaturada (RANGNEKAR et al., 2007).
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Figura 5. Estruturas obtidas a partir da solução reacional do Fusarium sp. (A) e Penicillium sp. (C).

Levando em conta a escala das imagens, é possível inferir que as estruturas são aglomerados de

NPs ou, ainda, partículas de escala micrométrica formadas. Os pontos vermelhos indicam a presença

da prata nas estruturas do Fusarium sp. (B) e Penicillium sp. (D).

A Figura 5.A ilustra a imagem obtida por meio do MEV de bancada da

solução reacional do Fusarium sp. e demonstra várias estruturas com formato de

bastonetes contendo prata em sua composição. A Figura 5.C ilustra a imagem

obtida da solução reacional do Penicillium sp. e demonstra uma estrutura formada

pela agregação de estruturas menores, também contendo prata em sua

composição. Contudo, não foi possível capturar imagens na escala nanométrica com

esse equipamento, dificultando a visualização das NPs isoladas.

Acredita-se que a estabilidade das AgNPs na solução reacional possa ser

atribuída à presença de proteínas no caldo de fermentação fúngico que interagem
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com a superfície da partícula. Estudos indicam que as NPs podem ser encapsuladas

e, consequentemente, estabilizadas por proteínas com grupos amina e/ou carboxila

livres, resíduos de cisteína e fosfoproteínas ligadas à superfície. A estabilidade

excepcional das AgNPs produzidas a partir do Fusarium sp. é um fato já relatado na

literatura (DURÁN et al., 2005) que propõem uma forte presença de proteínas

estabilizadoras no caldo de fermentação desses fungos, impedindo a agregação das

NPs. Por outro lado, as imagens obtidas pelo MEV demonstraram que as

nanopartículas produzidas pelo Penicillium sp. (NPs-P) podem apresentar menor

estabilidade em comparação com as produzidas pelo fungo Fusarium sp. (NPs-F.)

Essa análise resulta da observação da estrutura presente na solução reacional do

Penicillium sp. que é formada pela agregação de estruturas menores, indicando uma

menor concentração de agentes estabilizadores no caldo de fermentação deste

fungo.

Para a NTAs, as amostras de NPs-F e NPs-P foram diluídas em água

destilada na proporção 1:20 e submetidas à leitura no equipamento. Essa análise

permite determinar o tamanho das partículas em meio líquido através da taxa de

movimento browniano capturado em vídeo pelo equipamento, ou seja, o movimento

aleatório resultante da colisão de partículas com moléculas do meio líquido. A

concentração da amostra é estimada pela contagem das partículas encontradas no

campo de visão, para partículas com diâmetro entre 10 a 1000 nm.

A Figura 6 refere-se à captura do movimento das AgNPs. Os pontos

luminescentes representam as AgNPs e os aneis em torno delas representam o

movimento browniano. A partir das figuras é possível afirmar que a amostra do fungo

Penicillium sp. apresenta maior concentração devido ao elevado número de pontos

brilhantes presentes no campo de visão do equipamento.
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Figura 6. AgNPs produzidas pela síntese verde a partir do fungo Fusarium sp. (NPs-F) representadas

em (A) e Penicillium sp. (NPs-P) representadas em (B).

No que tange a concentração de AgNPs, a amostra de NPs-F possui cerca de

partículas/mL, ao passo que a amostra de NPs-P possui cerca de1, 29 × 1010

partículas/mL. Indicando que a eficiência da síntese verde utilizando o2, 54 × 1010

caldo de fermentação do fungo Penicillium sp. é quase duas vezes maior que a

eficiência da síntese utilizando o caldo do fungo Fusarium sp..

Para determinar a concentração de AgNPs com base na massa foi realizado

o cálculo representado na Equação 1 considerando que as AgNPs apresentam o

formato circular, sendo o raio das NPs-F , o raio das NPs-P e≈  29, 5 𝑛𝑚 ≈  42, 5 𝑛𝑚

a densidade da prata .≈  10, 49 𝑔/𝑐𝑚3

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 =  𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝐴𝑔𝑁𝑃𝑠 × 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑑𝑎 𝐴𝑔𝑁𝑃𝑠 × 𝐷𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑑𝑎 𝐴𝑔
𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑑𝑎 𝑠𝑜𝑙𝑢çã𝑜

Equação 1. Cálculo da concentração de AgNPs produzidas

Dessa forma, a concentração de NPs-F produzida foi igual a e a 14, 5 µ𝑔/𝑚𝐿

concentração de NPs-P foi igual a . 85, 5 µ𝑔/𝑚𝐿

Para calcular o fator de conversão do AgNO3 a AgNPs, deve-se levar a conta

a fórmula da reação (Equação 2), ou seja, para 1 mol de AgNO3 tem-se 1 mol de

Ag+1.
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𝐴𝑔𝑁𝑂
3
 →  𝐴𝑔+1 +  𝑁𝑂

3
−1

 𝐴𝑔+1 +  𝑎𝑔𝑒𝑛𝑡𝑒 𝑟𝑒𝑑𝑢𝑡𝑜𝑟 →  𝐴𝑔0

Equação 2. Reação de redução do AgNO3

A concentração inicial de Ag+1 foi de 1,08 x 104 ug/mL. Para calcular a

eficiência da reação de redução, utilizou-se a Equação 3, resultando em um

coeficiente de para a síntese verde a partir do fungo Fusarium sp. e0, 1% 0, 8%

Penicillium sp..

𝐶𝑜𝑒𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠ã𝑜 =  𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝐴𝑔

𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝐴𝑔

Equação 3. Cálculo da eficiência da síntese verde

Foram encontrados dados na literatura que propõem a otimização da síntese

por meio da incidência de luz durante a redução. Tal hipótese não foi testada neste

trabalho (LIU et al., 2014; ZHANG et al., 2016), mas não impede que descartemos a

síntese verde como método de escala industrial. É necessário investigar quais

parâmetros podem ser utilizados para aumentar a eficiência e garantir um bom

desempenho de produção.

Outra importante informação obtida através da NTA diz respeito ao tamanho

das AgNPs produzidas. De acordo com a análise, a maior parte das AgNPs

presentes na amostra de NPs-F apresenta cerca de 59 nm de diâmetro (Figura 7),

enquanto na amostra de NPs-P a maior parte apresenta cerca de 85 nm de diâmetro

(Figura 8). Além disso, o caldo do Fusarium sp. foi capaz de produzir uma maior

variedade de tamanhos em comparação com o caldo Penicillium sp..
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Figura 7. Distribuição de tamanhos das NPs-F pela concentração produzida.

Figura 8. Distribuição de tamanhos das NPs-P pela concentração produzida.

4.2 Atividade antimicrobiana das AgNPs

As Figuras 9 ilustram o resultado da técnica de difusão em meio sólido a partir

de orifício para os patógenos E. coli e S. aureus, respectivamente. O poço utilizado

apresenta 8 mm de diâmetro e foi considerado no aferimento da zona de inibição.
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Figura 9. Atividade antimicrobiana das NPs-F (A.1 e C.1), caldo de fermentação do Fusarium sp. (A.2

e C.2) e AgNO₃ (A.3 e C.3) contra E. coli (A) e S. aureus (C) e atividade antimicrobiana das NPs-P

(B.1 e D.1), caldo de fermentação do Penicillium sp. (B.2 e D.2) e AgNO₃ (B.3 e D.3) contra E. coli (B)

e S. aureus (D).

O caldo de fermentação puro dos fungos não foi capaz de apresentar

atividade antimicrobiana significativa contra a E. coli ou S. aureus. Conforme

observado na Tabela 1, a atividade antimicrobiana das NPs-F foi superior à atividade

antimicrobiana das NPs-P para ambos os patógenos.

Tabela 1. Diâmetro da zona de inibição (mm) de bactérias gram-negativa e gram-positiva.

NPs-F NPs-P AgNO3

E. coli 16,7 0,06± 14,3 0,12± 14,5 0,08±

S. aureus 15,0 0,1± 13,7 0,16± 1,50 0,1±
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Para determinar a concentração inibitória mínima (CIM) das AgNPs, foi

utilizado o esquema da Figura 10, no qual estão representadas no gradiente da cor

rosa as concentrações utilizadas de NPs-F, no gradiente da cor verde as

concentrações utilizadas de NPs-P, na cor laranja o controle positivo e na cor azul o

controle negativo.

Figura 10. Esquema utilizado para a determinação da CIM utilizando microplacas de 96 poços.

A Figura 11 ilustra os resultados obtidos com a E. coli. A CIM encontra-se

entre as concentrações 1:4 e 1:8 tanto para as NPs-F quanto para as NPs-P.

Figura 11. Microplaca para determinação da concentração inibitória mínima de E. coli.
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A Figura 12 ilustra os resultados obtidos com a S. aureus. A CIM encontra-se

entre as concentrações 1:4 e 1:8 tanto para as NPs-F quanto para as NPs-P.

Figura 12. Microplaca para determinação da concentração inibitória mínima de S. aureus.

A CIM é identificada pela coloração roxa dos poços, indicando a inibição do

crescimento das bactérias pela presença de células vivas e mortas nos poços. Essa

concentração está claramente visível na diluição seriada para a S. aureus, onde é

possível observar os poços com a coloração roxa, ou seja, uma mistura de células

bacterianas vivas e mortas. A equação utilizada para estimar as concentrações de

NPs-F e NPs-P utilizadas na diluição seriada do teste de CIM está ilustrada na

Equação 4.

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 × 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 =  𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 × 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙
Equação 4. Cálculo da concentração de AgNPs utilizada na diluição seriada.

Para as NPs-F, a concentração inicial utilizada na diluição seriada de NPs-F

foi de e na diluição seriada de NPs-P foi de . Portanto, a 7, 24 µ𝑔/𝑚𝐿  42, 76 µ𝑔/𝑚𝐿

CIM de NPs-F para inibir o crescimento de E. coli está entre e 1, 81 µ𝑔/𝑚𝐿  0, 90 

, para a S. aureus é de . Para as NPs-P a concentraçãoµ𝑔/𝑚𝐿  1, 81 µ𝑔/𝑚𝐿

necessária para inibir o crescimento de E. coli está entre e 10, 69 µ𝑔/𝑚𝐿  5, 34 

, para S. aureus é de .µ𝑔/𝑚𝐿  10, 69 µ𝑔/𝑚𝐿
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Tabela 2. Concentração inibitória mínima (CIM) das AgNPs contra bactérias gram-negativa e

gram-positiva.

Patógeno CIM ( ) - NPs-Fµ𝑔/𝑚𝐿 CIM ( ) - NPs-Pµ𝑔/𝑚𝐿

E. coli 0,9 - 1,81 5,34 - 10,69

S. aureus 1,81 10,69

Isso demonstra que as células de S. aureus são mais resistentes ao efeito

antimicrobiano das AgNPs quando comparadas às células de E. coli. Esse resultado

pode ser explicado pela composição da parede celular das bactérias. As bactérias

gram-negativas apresentam uma dupla camada composta por peptidoglicanos e

lipopolissacarídeos constituídos por lipídios e polissacarídeos ligados

covalentemente com uma carga negativa (MADIGAN & MARTINKO, 2005). Dessa

forma, as AgNPs com carga positiva não têm grande dificuldade em se fixarem na

parede celular e penetrarem o espaço intracelular (SUI et al, 2006). As

gram-positivas, por outro lado, apresentam uma parede celular de camada única,

mas rígida, composta de peptidoglicanos de cadeias polissacarídicas lineares e

peptídeos curtos (BARON, 1996). Por essa razão, a E. coli, uma bactéria

gram-negativa, foi mais suscetível ao efeito antimicrobiano das AgNPs.

Existem algumas teorias que buscam explicar o mecanismo de ação

antibacteriano das AgNPs. Sabe-se que as AgNPs interagem com a membrana

celular da bactéria, aumentando sua permeabilidade e adentrando o espaço

intracelular (ANDLEEB et al., 2021). O trabalho de Tamboli et. al (2013) observou

fragmentos de DNA de E. coli em eletroforese após o tratamento com AgNPs,

sugerindo um dos mecanismos bactericidas dessas partículas, contudo o mesmo

não ocorreu com a S. aureus tratada (TAMBOLI & LEE, 2013). Para as

gram-positivas, o mecanismo mais provável deve estar entre um dos três

mecanismos possíveis sugeridos: 1) absorção de íons de prata que culmina na

interrupção da produção de ATP e da replicação de DNA por meio da interação com

enzimas e proteínas transportadoras, 2) geração de espécies ROS e radicais livres

no espaço intracelular resultando em estresse oxidativo, ou 3) rompimento da

membrana celular por dano direto (MARAMBIO-JONES & HOEK, 2010).
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Outro fator importante que não deve ser ignorado é que, apesar do caldo de

fermentação do Penicillium sp. ter demonstrado maior eficiência na síntese verde, foi

necessária uma maior concentração de NPs-P para impedir o crescimento das

bactérias, indicando que a atividade antimicrobiana das NPs-F é superior. Tal fato

pode ser explicado pela superfície de contato das NPs produzidas. O caldo de

fermentação do fungo Fusarium sp. produziu AgNPs com 59 nm de diâmetro,

enquanto o caldo do Penicillium sp. produziu AgNPs com 85 nm de diâmetro. Sendo

assim, a superfície de contato das NPs-F é maior, ou seja, existe mais superfície

externa para interagir com a parede celular das bactérias, o que pode ter resultado

na maior atividade antimicrobiana apontada nos testes conduzidos.

A diferença entre os tamanhos de AgNPs produzidas pelo Fusarium sp. e

pelo Penicillium sp. pode ser atribuída à estabilidade das partículas produzidas.

Supõem-se que a estabilidade das NPs-P seja menor e, portanto, ocorreu um

processo de agregação que resultou em NPs de maior diâmetro e consequente

menor superfície de contato. Tal hipótese sugere que um ou mais componentes

presentes no caldo de fermentação do Fusarium sp. e ausentes no caldo do

Penicillium sp. tenha atuado como agente estabilizante, evitando que as NPs-F se

aglomerassem. Outra explicação possível também diz respeito à composição do

caldo de fermentação fúngico. É possível que o caldo produzido pelo Fusarium sp.

contivesse componentes que potencializam a atividade antimicrobiana, atuando

sinergicamente no aumento da permeabilidade da parede celular bacteriana e

facilitando a entrada das NPs no ambiente intracelular.
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4.3 Atividade antibiofilme das AgNPs

As bactérias são capazes de causar contaminações indiretas e recorrentes

devido à produção do biofilme e de sua alta aderência a superfícies. Uma

preocupação constante que permeia a produção bacteriana de biofilmes em tecidos

é a dispersão de patógenos oportunistas por meio do ar e do líquido da lavagem de

EPIs não descartáveis, como jalecos de algodão, presentes em hospitais e

laboratórios (FIJAN & ŠOSTAR TURK, 2012). Contudo, a qualidade e durabilidade

das roupas também dependem da capacidade do tecido em evitar a proliferação de

microrganismos. Por essas razões, foi decidido avaliar a atividade antibiofilme das

AgNPs produzidas neste trabalho. A viabilidade do biofilme bacteriano após o

tratamento com AgNPs foi calculada a partir da Equação 5.

𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑑𝑜 𝑏𝑖𝑜𝑓𝑖𝑙𝑚𝑒 = 𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑜
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜 × 100

Equação 5

Para as NPs-F, a concentração inicial utilizada foi de , o suficiente 7, 24 µ𝑔/µ𝐿 

para inibir cerca de 40% da formação de biofilme pela S. aureus, seguida de 20% de

inibição por . As demais concentrações não foram capazes de inibir. 3, 62 µ𝑔/µ𝐿

Figura 13. Avaliação da viabilidade do biofilme após aplicação das NPs-F.

A concentração inicial de NPs-P foi de e também inibiu cerca de 42, 75 µ𝑔/𝑚𝐿 

40% da formação de biofilme, seguida de 20% de inibição por . As 21, 37 µ𝑔/𝑚𝐿

demais concentrações não foram capazes de inibir.
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Figura 14. Avaliação da viabilidade do biofilme após aplicação das NPs-P.

Assim como o potencial antimicrobiano, o potencial antibiofilme das NPs-F

também foi maior que o potencial das NPs-P. No que diz respeito à comparação

entre o potencial das AgNPs, é possível que o caldo de fermentação do Fusarium

sp. contenha componentes que interagem com a substância polimérica extracelular

(EPS), facilitando a entrada da NPs no ambiente da matriz.

Os biofilmes bacterianos são produzidos por alguns tipos de bactérias como a

S. aureus (IDREES et al., 2021). Trata-se de uma superfície aderente composta por

camadas de bactérias embebidas em uma EPS. O biofilme atua como uma barreira

física com alta seletividade que impede a entrada de antibióticos e outros fatores

prejudiciais, um mecanismo de proteção altamente eficiente dessas bactérias

(FLEMMING & WINGENDER, 2010).

A formação do biofilme pode ser motivada pela privação de nutrientes,

variações de temperatura e desidratação (RIZZATO et al., 2019). Estudos indicam

que células bacterianas cobertas por biofilme apresentam uma resistência a

antibióticos de 10 a 1.000 vezes maior em comparação com aquelas fora do biofilme

(REFFUVEILLE et al., 2017). Além disso, indivíduos com dermatite atópica

apresentam uma alta suscetibilidade à colonização por S. aureus (SONESSON, et

al., 2017), fazendo com que o uso de roupas contaminadas traga muito desconforto

e complicações para esse grupo.
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De maneira geral, a formação de biofilme pelas bactérias apresenta três

estágios: adesão, maturação e dispersão. Porém, diferentemente das demais

bactérias, a S. aureus apresenta um processo que pode ser dividido em cinco

estágios: (1) adesão, (2) multiplicação, (3) êxodus, (4) maturação e (5) dispersão

(O’TOOLE et al., 2000). A formação do biofilme inicia-se com a adesão da bactéria

à uma superfície biótica ou abiótica; na multiplicação as células aderentes se

proliferaram e produzem proteínas e eDNA (do inglês, environmental DNA); na etapa

de êxodus, ocorre a liberação de células precocemente para a formação de

microcolônias; na maturação ocorre uma intensa atividade de divisão celular que

resultam na formação e agregação das microcolônias, utilizadas para ampliar a área

de superfície usada na troca de nutrientes; por fim, na etapa de dispersão o quórum

passa a modular a matriz do biofilme (MOORMEIER et al., 2014).

A EPS não aumenta apenas a resistência aos antibióticos, mas também aos

agentes de limpeza (GILBERT et al., 2002). A formação de biofilmes em roupas e

tecidos é relativamente comum devido ao suor e umidade produzidos durante o uso.

Além disso, algumas fibras são altamente suscetíveis à contaminação por

microrganismos, podendo causar manchas, odores desagradáveis e a

decomposição precoce do material têxtil (TEUFEL et al., 2006; VISHWAKARMA, V.

2020). Todos esses fatores são agravados na presença do biofilme.

É importante salientar que o biofilme é um ambiente dinâmico (PETOSA et al.,

2010) e por essa razão é difícil prever seu comportamento na presença de NPs.

Podemos sintetizar essa interação em dois mecanismos: adesão das NPs à

superfície do biofilme e migração pela ESP; portanto, as características

físico-químicas de ambos, biofilme e NPs, são responsáveis pela forma em que

ocorrerão esses mecanismos.
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As interações mais importantes entre biofilme e NPs são a eletrostática,

hidrofóbica e estérica. No que diz respeito à interação eletrostática, a adesão de

NPs carregadas positivamente à superfície do biofilme é favorecida devido à carga

negativa das substâncias presentes no EPS, como proteínas e DNA (FLEMMING,

2000; HUANGFU et al., 2019). Da mesma forma, as NPs hidrofóbicas apresentam

maior afinidade com as células bacterianas dentro do biofilme (MITZEL et al, 2016).

Por fim, as interações estéricas impedem a agregação das NPs, favorecendo a

interação biofilme-NPs e bactéria-NPs (HUANGFU et al., 2019).

4.4 Atividade citotóxica das AgNPs

Todas as concentrações de NPs-F e NPs-P testadas apresentaram alta

toxicidade, resultando na morte de todas as células. A menor concentração testada

de NPs-F foi 2,12 x 10-4 ug/mL e de NPs-P foi de 1,33 x 10-3 ug/mL. Apesar desse

resultado impossibilitar a aplicação das NPs como fármaco, sua alta toxicidade pode

ser explorada na nano-oncologia pelo seu potencial antitumoral.

Muitos estudos apontam que a toxicidade das AgNPs depende não só da sua

concentração, mas também do seu tamanho e formato (PAL, TAK & SONG, 2007;

MORONES et al., 2005). Se assumirmos que a liberação dos íons de prata pelas

NPs é a razão para a propriedade bactericida intrínseca da prata (NAVARRO et al.,

2008), podemos assumir também que a liberação exacerbada desses íons é a causa

da toxicidade em células de mamíferos. As AgNPs, assim como qualquer outra

droga, causam danos aos tecidos em grandes quantidades. Portanto, para diminuir a

toxicidade em células de mamíferos e manter a atividade antimicrobiana das AgNPs,

é necessário dosar a concentração de íons liberada no sistema biológico em

determinado intervalo de tempo. Para isso, um conhecimento muito mais amplo dos

mecanismos de ação das NPs metálicas é crucial.
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Existem alguns métodos de tratamento das NPs que buscam reduzir essa

toxicidade através do revestimento das partículas com polissacarídeos (SCHRAND,

et al., 2008.), mas podem resultar na diminuição da atividade antimicrobiana. Outros

métodos incluem a sulfitação das NPs (LEVARD et al., 2013.) ou, ainda, a adição de

citrato à estrutura nanométrica (POKHREL et al., 2013.). A razão por trás da

diminuição da toxicidade nos dois últimos casos, deve-se à redução na

concentração de Ag+ livres na solução por meio diminuição da solubilidade das

AgNPs, resultando na redução da toxicidade.

5 CONCLUSÃO

Este trabalho demonstrou a viabilidade da síntese verde para a produção de

AgNPs a partir do caldo de fermentação dos fungos Fusarium sp. e Penicillium sp.. A

síntese foi confirmada pela mudança de coloração da solução reacional, pelas

análises de espectroscopia UV-vis e MEV. A espectroscopia revelou um pico de

absorção próximo a 440 nm, característico da ressonância plasmônica de superfície

das AgNPs. Comparando os dois caldos de fermentação, o caldo do Penicillium sp.

apresentou maior eficiência de síntese, produzindo cerca de 2,54 × 10¹⁰

partículas/mL, aproximadamente o dobro da obtida pelo caldo do Fusarium sp. que

produziu cerca de 1,29 × 10¹⁰ partículas/mL. Por outro lado, as NP-F apresentam

maior atividade antimicrobiana e antibiofilme em comparação com as NPs-P.

A análise de rastreamento de nanopartículas (NTA) demonstrou que a maior

parte das AgNPs produzidas pelo caldo do Fusarium sp. apresentaram um diâmetro

médio de 59 nm, ao passo que o caldo do Penicillium sp. produziu AgNPs com cerca

de 85 nm de diâmetro. Esse fator impactou diretamente na atividade antimicrobiana

das NPs produzidas, uma vez que AgNPs menores oferecem maior superfície de

contato, potencializando a interação com as células bacterianas e resultando na

atividade antimicrobiana demonstrada nos testes de difusão em meio sólido e nas

análises de CIM contra os patógenos E. coli e S. aureus. Além disso, o caldo de

fermentação do Fusarium sp. conseguiu produzir NPs com maior variedade de

tamanhos, enquanto o caldo do Penicillium sp. conseguiu produzir uma quantidade

relevante de NPs em apenas duas variedades de diâmetro.

Em relação à atividade antibiofilme, as AgNPs produzidas apresentaram

potencial relevante contra a formação e manutenção dos biofilmes bacterianos. Essa
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capacidade tem se mostrado cada vez mais necessária diante da crescente

resistência bacteriana, dado que os biofilmes atuam como barreiras protetoras com

uma alta seletividade que dificulta a ação de antimicrobianos tradicionais (RUSSELL

et al., 1999). Foi necessário cerca de 7,24 ug/mL de NPs-F e cerca de 42,75 ug/mL

de NPs-P para inibir 50% da formação de biofilme pela S. aureus. Evidenciando,

mais uma vez, que a atividade antibiofilme das NPs-F é superior à atividade das

NPs-P.

A síntese verde foi conduzida satisfatoriamente. Contudo, deve-se trabalhar

para otimizar sua eficiência, que foi relativamente baixa em termos de conversão de

AgNO3 em AgNPs, cerca de 0,1% para o Fusarium sp. e 0,8% para o Penicillium sp..

Existem indícios de que a incidência de luz durante a síntese pode aumentar

consideravelmente a produção de AgNPs. A otimização dos demais parâmetros da

síntese podem colocá-la em pé de igualdade com os outros métodos utilizados para

produção em escala industrial de NPs, sobretudo por seu baixo custo médio de

produção e alta sustentabilidade que tornam essa abordagem tão atrativa.

É importante ressaltar que as sínteses foram conduzidas concomitantemente

e com os mesmos parâmetros para ambos os fungos, portanto a variação na

composição do caldo de fermentação dos fungos é a principal razão para explicar a

diferença entre os resultados obtidos na síntese verde. Ademais, é necessário

aprofundar no entendimento dos mecanismos de síntese e ação antimicrobiana das

AgNPs. Apesar das evidências de que grupos tiol presentes em aminoácidos, como

cisteína, sejam responsáveis pela redução do Ag+ na síntese biológica, ainda não há

elucidações a respeito da participação de outros componentes do caldo de

fermentação fúngico.

Dessa forma, este trabalho reforça o potencial biotecnológico dos fungos na

síntese verde de nanopartículas metálicas, oferecendo um método ambientalmente

sustentável e economicamente viável. As AgNPs obtidas mostraram propriedades

ópticas e antimicrobianas promissoras, com potencial de aplicação em diversas

áreas. Em particular, a indústria têxtil pode se beneficiar significativamente dessa

tecnologia, incorporando AgNPs em fibras para conferir propriedades

antimicrobianas aos tecidos usados na confecção de EPIs e roupas convencionais.

Essa aplicação tem ganhado destaque no contexto pós-pandemia, onde a demanda



40

por materiais de proteção contra bactérias e vírus aumentou substancialmente. O

entendimento e aprimoramento das condições e dos mecanismos envolvidos na

produção são essenciais para a aplicação da síntese verde em escala industrial,

tornando viável a fabricação de tecidos antimicrobianos inovadores, ambientalmente

responsáveis e com menor custo, tornando essa tecnologia mais acessível.
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