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RESUMO

Os microrganismos endofiticos, isolados de tecidos vegetais, podem proporcionar diversos
beneficios para a planta hospedeira, através da producao de metabdlitos secundarios bioativos.
Além da promocdo de crescimento vegetal, aumento da resisténcia da planta a estresses
biodticos e abidticos, esses metabolitos secundarios possuem aplicagdes diversas, entre elas
antibidticos, inseticidas, antioxidantes naturais, agentes antitumorais, entre outros. Diante
desse cenario, buscou-se avaliar o potencial antibacteriano e antifingico de Paenibacillus
terrae e Paenibacillus polymyxa em comparativo com o co-cultivo. Tanto P. polymyxa quanto
P terrae, apresentaram maior atividade antimicrobiana quando em co-cultivo com Bacillus
thuringiensis e Bacillus megaterium alcangando halos de inibi¢do de 14, 15 e 15 mm contra
E. coli, S. aureus e C. albicans, respectivamente. Ao realizar o teste de microdilui¢ao para a
obtengdo da Concentragdo Inibitéria Minima e Concentracdo Bactericida Minima foi
observada atividade quando ndo utilizado o processo de filtracdo. Os melhores co-cultivos
obtiveram uma porcentagem de inibicdo de 89% e CIM de 3000 pg/mL contra E. coli, 6000
ug/mL contra S. aureus, 1500 pug/mL contra C. albicans, enquanto a CBM foi de 6000 pg/mL
contra E. coli e S. aureus e de 1500 pg/mL contra C. albicans. Na biossintese de
nanoparticulas de prata, o resultado positivo pode ser observado pela mudanca de cor
observada durante a reag@o e pelos picos observados na analise de UV-Vis em 412, 431 e 450
nm. O tamanho médio observado para as nanoparticulas sintetizadas foi entre 124 ¢ 257 nm
na analise de NTA e entre 140 e 566 nm na andlise de DLS. A adicdo de pequenas
concentragdes de nanoparticulas afetou a atividade antimicrobiana do cultivo de P. polymyxa,
na adi¢ao de 8,236 x 10° particulas/mL no periodo de fermentagdo o cultivo os halos de
inibi¢do observados foram de 15 mm, 15,33 mm e 14,33 mm contra E. coli, S. aureus ¢ C.
albicans, respectivamente, em comparagdo ao controle que apresentou 11,67 mm, 13 mm e

12,33 mm, também contra E.coli, S.aureus e C.albicans, respectivamente.

Palavras-chave: Microrganismos endofiticos, atividade antimicrobiana, co-cultivo, sintese

verde, nanoparticulas metalicas
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ABSTRACT

Endophytic microorganisms, isolated from plant tissues, can provide numerous benefits to
their host plants through the production of bioactive secondary metabolites. In addition to
promoting plant growth and increasing resistance to biotic and abiotic stresses, these
secondary metabolites have various applications, including antibiotics, insecticides, natural
antioxidants, and antitumor agents. In this context, the present study aimed to evaluate the
antibacterial and antifungal potential of Paenibacillus terrae and Paenibacillus polymyxa, in
comparison with their co-cultivation. Both P. polymyxa and P. terrae exhibited enhanced
antimicrobial activity when co-cultivated with Bacillus thuringiensis and Bacillus
megaterium, achieving inhibition zones of 14, 15 and 15 mm against E. coli, S. aureus, and C.
albicans, respectively. The broth microdilution test for determining the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC) revealed antimicrobial
activity only in the absence of a filtration step. Under these conditions, the most effective
co-cultures reached an inhibition rate of 89%, with MIC values of 3000 ug/mL against E. coli,
6000 pg/mL against S. aureus, and 1500 pg/mL against C. albicans. The MBC values were
6000 ng/mL against both E. coli and S. aureus, and 1500 pg/mL against C. albicans. In the
biosynthesis of silver nanoparticles, a positive reaction was indicated by the color change
observed during the process and by characteristic peaks in UV-Vis analysis at 412, 431, and
450 nm. The average size of the synthesized nanoparticles ranged from 124 to 257 nm
according to NTA, and from 140 to 566 nm according to DLS. The addition of small
concentrations of nanoparticles influenced the antimicrobial activity of P. polymyxa cultures.
When 8.236 x 10° particles/mL were added during fermentation, the resulting inhibition zones
were 15 mm, 15.33 mm, and 14.33 mm against E. coli, S. aureus, and C. albicans,
respectively. These values were higher than those observed in the control, which presented
inhibition zones of 11.67 mm, 13 mm, and 12.33 mm, respectively, against the same

microorganisms.

Keywords: Endophytic microorganisms, antimicrobial activity, co-culture, green synthesis,

metallic nanoparticles.
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Capitulo 1 — Introducio

A industria farmacéutica e a aplicagdo de novos agentes bioativos, tém sido de grande
importancia para o tratamento e controle de infecgdes, desde muito tempo. No entanto, o
aumento da resisténcia a antibioticos, se tornou uma ameaga global com a maior dificuldade
no tratamento de doengas infecciosas, ocasionando assim maior risco de propagacdo destes
patdgenos e consequentemente um aumento na mortalidade, levando a problemas de saude
publica juntamente com questdes econdmicas (CORREA et al., 2022).

Nesse cenario, a OMS (2017), soltou uma lista de microrganismos com urgéncia para
o desenvolvimento de antibidticos, assim como em urgéncia para condu¢do de pesquisas
associados ao seu risco de propaga¢do e acometimento da populagdo, que ocasionam maior
taxa de mortalidade, estando entre eles as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus
(WHO, 2017). Com isso em mente, a busca por novos compostos antimicrobianos para estes
agentes se tornou ainda mais relevante.

Para isso, a bioprospeccdo de microrganismos endofiticos tém sido cada vez mais
utilizada para o desenvolvimento da pesquisa atual (RAIMI; ADELEKE, 2021; OLIVEIRA et
al., 2025). Técnicas como o co-cultivo (também conhecido como cultivo misto) t€ém sido
empregadas como estratégia para o aumento da producdo de metabdlitos secundarios por
microrganismos, e descoberta de novos metabolitos, se mostrando uma técnica promissora
para obtencao desta finalidade (JONES; WANG, 2018; PENG et al., 2021).

Entre as técnicas que t€m sido estudadas para o aumento da producao de metabdlitos
secundarios esta o estimulo pela adi¢do de pequenas concentragcdes de metais, como por
exemplo, a prata. Uma das maneiras bastante estudadas, ¢ a sintese de nanoparticulas
utilizando polissacarideos naturais e caldos fermentados, por serem ecoldgicos, nao toxicos e
ndo onerosos na preparagao, produzindo nanoparticulas que apresentam atividade
antibacteriana e antifingica contra patdgenos de importancia para a saude publica, como
também atividade contra células tumorais (KRISTINA et al., 2023).

Levando estes fatores em consideracdo, o presente estudo buscou utilizar
microrganismos endofiticos Paenibacillus terrae € Paenibacillus polymyxa, com potenciais

antimicrobianos e antifiungicos individuais, em co-cultivo com os microrganismos Bacillus
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megaterium € Bacillus thuringiensis com bioatividades promissoras listadas na literatura, em
busca de um aumento na atividade antimicrobiana dos endofiticos utilizados
(OLIVEIRA-SANTOS et al., 2023; OLISHEVSKA; NICKZAD; DEZIEL, 2019;
NATARAIJAN et al., 2022; MARTINEZ-ZAVALA et al., 2020; AL-THUBIANI, 2018;LODI
et al, 2023;ROMANO, 2014; CAVICCHIOLI, 2021; SERRANO, 2021; BARBOSA,
SOUSA, 2023). Este trabalho buscou explorar ainda a utilizagdo de técnicas combinadas de
co-cultivo, biossintese de nanoparticulas de prata, a partir dos caldos fermentados, em

associa¢ao com ions metalicos, como estimulantes abioticos.

1.1 — Objetivos

Objetivo geral
Empregar a técnica de co-cultivo utilizando Paenibacillus terrae e Paenibacillus polymyxa,
em co-cultivo com Bacillus thuringiensis e Bacillus megaterium e avaliar a atividade

antimicrobiana dos caldos fermentados.

Objetivos especificos

a) Estudar o potencial antimicrobiano de Paenibacillus terrae e Paenibacillus polymyxa
isolados e em co-cultivo com Bacillus megaterium e Bacillus thuringiensis, contra
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Candida albicans.

b) Avaliar os caldos fermentados de cultivo simples e co-cultivos para determinacao da
Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM).

c) Detectar o potencial dos caldos fermentados de cultivo simples e co-cultivos em adi¢do a
ions de prata (AgNOs), para a biossintese de nanoparticulas de prata.

d) Verificar a atividade antimicrobiana dos caldos fermentados de cultivo simples e
co-cultivos em adi¢do a diferentes concentragdes de nanoparticulas de prata.

e) Inferir os efeitos dos caldos fermentados de cultivo simples, co-cultivos e associados a

nanoparticulas de prata em linhagem celular humana (in vitro).
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1.2 — Revisao Bibliografica

1.2.1 Controle de Infeccoes e atividade antimicrobiana

Os produtos naturais possuem uma grande variedade de atividades biologicas,
trazendo oportunidades na medicina humana e veterindria, e na agricultura (KATZ; BALTZ,
2016; STIRK; VAN STADEN, 2022) e em Biotecnologia (BOGAS et al., 2024).

A evolugdo humana foi acompanhada pelo desenvolvimento de medicamentos, com o
objetivo de curar enfermidades e aumentar a longevidade. Desde a antiguidade, plantas e a
botanica eram empregadas como recursos terapéuticos, e atualmente, por meio de pesquisas e
manipulacdo de componentes naturais e sintéticos, a industria farmacéutica desenvolve
medicamentos a partir de principios ativos para tratamento e controle de doencas. As plantas
ainda sdo amplamente utilizadas como matéria-prima, juntamente com microrganismos € seus
metabolitos secundarios (SILVA; ALVIM, 2020).

A industria farmacéutica tem um papel essencial no tratamento e controle de doengas
infecciosas, fazendo o uso de medicamentos e substiancias antimicrobianas, no entanto, a
resisténcia antimicrobiana tem aumentado cada vez mais rapido, se tornando uma ameaga
global, e isso acarreta em uma maior dificuldade no tratamento de infecc¢des, ocasionando
assim maior risco de propagacdo de patégenos e consequentemente um aumento na
mortalidade (CORREA et al., 2022).

A Resisténcia Antimicrobiana (RAM) ¢ um processo natural, que ocorre quando
microrganismos ndo respondem mais aos medicamentos antimicrobianos, por meio de
alteracdes genéticas em patdgenos, podendo ser acelerado pela atividade humana pelo uso
indevido destes medicamentos antimicrobianos (ANTIMICROBIAL RESISTANCE
COLLABORATORS, 2022). A RAM, ¢ um problema global, e apresenta diversos impactos
para a sociedade, entre eles o aumento da mortalidade, pela falha no tratamento, como
também custos significativos para os sistemas de saide e economia, com a necessidade de
cuidados intensivos mais caros, internacdes hospitalares prolongadas, afetando a
produtividade do paciente e de seus cuidadores (WHO, 2023).

Em meio a essa ameaca global, organizac¢des tém feito o monitoramento do aumento
da resisténcia antimicrobiana, entre elas esta o Global Antimicrobial Resistance and Use
Surveillance System (GLASS) que emitiu um relatério destacando taxas de resisténcia
alarmantes entre patdgenos bacterianos prevalentes. Nesse relatdrio estdo presentes taxas

medianas relatadas em 76 paises de 42% para Escherichia coli resistente a cefalosporina de
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terceira geracdo e 35% para Staphylococcus aureus resistente a meticilina. Entre 1 a cada 5
casos de infec¢des do trato urinario causadas por E.coli, foi relatado uma suscetibilidade
reduzida a antibidticos padrdo como ampicilina, cotrimoxazol e fluoroquinolonas em 2020
(WHO, 2022).

Com o intuito de orientar a pesquisa e desenvolvimento de novos antimicrobianos, a
Organizagdo Mundial de Saude (OMS), liberou uma lista de patdogenos bacterianos
prioritarios em 2017, que sofreu atualizacdo em 2023, e langou também a lista de patogenos
fingicos em 2022.

A lista de patogenos bacterianos liberada pela OMS contém 12 familias de bactérias
que representam maior ameaca a saude humana, estando dividida em trés categorias: critica,
alta e média prioridade. No grupo critico incluem-se varios Enterobacteriaceae entre elas
Escherichia coli, que pode causar infeccOes graves e estd em primeiro lugar dos
microrganismos resistentes com maior taxa de mortalidade (figura 1) , j4 no grupo de alta e
média prioridade apresentam bactérias cada vez mais resistentes, porém que causam doencas
mais comuns, nesses grupos temos como exemplo Staphylococcus aureus, resistente a
meticilina, intermedidria a vancomicina e resistente, como alta prioridade (WHO, 2017), que
aparece como o segundo maior responsavel pelas altas taxas de mortalidade por
microrganismos resistentes (figura 1).

Ja a lista de patogenos fungicos prioritarios (OMS FPPL), tem como intuito guiar a
pesquisa e desenvolvimento, assim como as acdes voltadas para a saude publica, visando
impulsionar mais pesquisas e intervengdes politicas e fortalecer a resposta global as infecgdes
fungicas e a resisténcia antifingica. A lista ¢ dividida em trés categorias: prioridade critica,
alta e média, estando Candida albicans localizado na categoria de prioridade critica (WHO,
2022).

A RAM também ¢ um problema na veterindria, antibidticos sdo utilizados na
alimentacdo animal para controlar e prevenir doengas infecciosas, garantindo que os animais
estejam saudaveis ao entrarem na cadeia alimentar, porém o uso excessivo desses
medicamentos, também leva ao aumento da resisténcia dos microrganismos combatidos,
afetando ndo somente a saude do gado, em contrapartida trazendo uma preocupagdo com a
presenga de antibidticos em produtos para consumo, de origem animal, como uma via

potencial de transmissdo para humanos (STIRK; VAN STADEN, 2022).
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Figura 1: Associagdo da taxa de mortalidade a patogenos resistentes.

Fonte: ANTIMICROBIAL RESISTANCE COLLABORATORS, 2022

1.2.2 Produtos naturais, metabélitos secundarios e microrganismos endofiticos

A busca por novos compostos e metabolitos secundérios para novos medicamentos, e
aplicagdes antimicrobianas tem se intensificado, com grande aten¢do aos produtos naturais
(MONIKA et al., 2020; SERRANO et al., 2021).

Os medicamentos derivados de plantas tém sido explorados desde muito tempo, como
alternativa a terapias convencionais, mas também a partir da exploracdo de seus produtos
naturais (SANTOS-MIRANDA, 2022).

Atualmente, o poder terapéutico das plantas tem sido reconhecido, devido a diversos
estudos demonstrando o potencial biotecnologico das substancias isoladas, extratos e fragdes
obtidas de diferentes partes das plantas como folhas, flores, frutos, raizes, entre outros, para
diferentes aplicagdes, se destacando em sua aplicagdo como fitoterapicos e também como uma
fonte de compostos bioativos, que podem ser utilizados pela induastria para desenvolver
farmacos naturais, semi sintéticos ou sintéticos (DE QUEIROZ; LEITE; VASCONCELOS,
2023; BOGAS et al., 2024).

15



Diversos pesquisadores tém buscado encontrar novas maneiras de produzir
metabolitos a partir de extratos naturais com agdes bioldgicas, em maiores quantidades,
porém a producao metabolica das plantas ¢ limitada pelo ambiente e diversas outras variaveis,
sendo dificil melhorar seu rendimento em questdo de metabolitos produzidos (CARDOSO;
OLIVEIRA; CARDOSO, 2019; BOGAS et al., 2024).

Entretanto, esses metabolitos também podem ser encontrados a partir de outras fontes
como microrganismos, que diferente das plantas podem ser mais vidveis para uma maior
escala, e em alguns casos podem produzir os mesmos metabolitos encontrados nas plantas,
como o caso de alguns microrganismos endofiticos (KATZ; BALTZ, 2016; YE et al., 2021).

Os microrganismos endofiticos sdo aqueles que colonizam o interior dos tecidos de
plantas, sem apresentar efeito patogénico aparente a planta hospedeira (CUI et al., 2022).

Diferente de véarios fitopatdgenos que causam mudancas morfologicas visiveis, os
endofiticos ndo causam mudancas sintomadticas, ou seja, podem estar nos espacos inter e
intracelulares de quase todos os oOrgdos da planta, sem nenhum sintoma evidente. Estes
microrganismos podem ser bactérias, fungos, virus latentes ou patdogenos que expressam
diferentes atividades simbidticas com a planta hospedeira (DIGRA; NONZOM, 2023).

Os endofiticos apresentam uma grande diversidade e capacidade de sintetizar
compostos bioativos comparaveis aos das plantas hospedeiras, despertando um grande
interesse aos pesquisadores. Compostos bioativos destes microrganismos, apresentaram
potencial terapéutico no tratamento de doengas humanas, como cancer, tumores ¢ doencas
bacterianas e fungicas, evidenciando o potencial do estudo dos endofiticos para necessidades
de saide humana (RAIMI; ADELEKE, 2021; JHA,2019). Estudos sobre atividades
antibacterianas e antiflingicas dos metabolitos produzidos por endofiticos foram relatados
(AHMADI, 2022).

Compostos antimicrobianos produzidos por estes microrganismos, sdo vistos como
vantajosos em compara¢do com os antimicrobianos convencionais, por sua ndo toxicidade
para humanos e eficacia para determinados patdégenos nocivos, além de serem menos nocivos
ao meio ambiente, reforcando a possibilidade do uso dos metabolitos secundarios oriundos
dos endofiticos como fontes promissoras de compostos antimicrobianos (DIGRA; NONZOM,

2023).
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1.2.3 Espécies estudadas

O género Bacillus é bastante diverso, a maioria das espécies presentes nesse género
sao Gram-positivas, possuem um formato de coldnia arredondado, sdo formadoras de
endosporos, aerdbicas ou anaerobicas facultativas. Porém tais caracteristicas ndo definem
completamente o género, pois as espécies de Bacillus possuem caracteristicas muito variadas,
ndo apresentando uma caracteristica, fenétipo ou base molecular exclusiva para todas as
espécies (PATEL; GUPTA, 2019).

Muitas espécies de Bacillus foram reclassificadas em outro género, pela
heterogeneidade presente no grupo, um desses géneros € o género Paenibacillus (PATEL;
GUPTA, 2019). Os membros do género Paenibacillus foram anteriormente incluidos no
grupo por caracteristicas comuns para a espécie Bacillus subtilis, isolada em 1872, entretanto
com o avango do sequenciamento de rRNA do 16S, foi possivel colocar espécies
morfologicamente semelhantes em diferentes grupos, entdo Paenibacillus foi separado em um
novo género em 1993 (PATOWARY; DEKA, 2020).

As bactérias dos géneros Bacillus e Paenibacillus sdo conhecidas por produzirem
policetideos e lipopeptideos com forte atividade antimicrobiana de amplo espectro, com ag¢des
antibacterianas, antifingicas, anticancerigenas e antivirais, além de produzirem outros
compostos antimicrobianos, como bacteriocinas, que podem atuar contra patdogenos agricolas
e humanos (OLISHEVSKA; NICKZAD; DEZIEL, 2019).

Exemplos dos lipopeptideos produzidos sdo polimixinas, surfactinas, fengicinas e
iturinas, mesmo sendo conhecidos ha décadas, foram redescobertos recentemente como
candidatos a antibidticos, e alguns foram aprovados para o tratamento de infec¢des resistentes
a multiplas drogas, como a daptomicina e a polimixina B (COCHRANE; VEDERAS, 2014;
OLISHEVSKA; NICKZAD; DEZIEL, 2019).

Na literatura podemos encontrar diferentes cepas de Bacillus thuringiensis capazes de
sintetizar produtos como metabolitos secundarios, com diferentes atividades bioativas contra
microrganismos (NATARAJAN et al, 2022; MARTINEZ-ZAVALA et al, 2020). A
d-endotoxina Cytl Aa, produzida por uma cepa de Bacillus thuringiensis, apresentou atividade
antibacteriana contra as bactérias E.coli e S.aureus, tal atividade foi aumentada quando
Cytl Aa foi combinada com antibioticos (CAHAN; FRIMAN; NITZAN, 2008).

Tal fato evidencia o amplo potencial biotecnoldégico das cepas de Bacillus
thuringiensis para diferentes aplicacdes, como por exemplo a descoberta de novos compostos

e sua sinergia com outros antimicrobianos (OLIVEIRA-SANTOS et al., 2023).
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Outro exemplo de Bacillus sp. com bioatividade comprovada, se mostra pelo estudo
de uma cepa de Bacillus megaterium isolada de cavidade oral, que foi estudada a fim de
observar o seu potencial para a produgdo de novos compostos antimicrobianos, um novo
peptideo ciclico foi extraido e purificado, e demonstrou uma atividade antimicrobiana de
amplo espectro contra bactérias Gram positivas e Gram negativas, como Staphylococcus
aureus € Escherichia coli (AL-THUBIANI, 2018).

No caso de Paenibacillus sp., podemos encontrar na literatura estudos sobre a sua
bioatividade, uma cepa do microrganismo endofitico Paenibacillus terrae isolado de
Codonopsis pilosula, apresentou atividade contra bactérias e fungos, entre eles E.coli e
C.albicans (LODI et al., 2023).

Assim como observado em trabalhos anteriores, em que o caldo fermentado obtido a
partir cepas dos endofiticos utilizados no presente trabalho, Paenibacillus polymyxa isolada
de Prunus spp., € Paenibacillus terrae isolada de Tabebuia roseo-alba, tiveram sua acao
comprovada contra cepas potencialmente patogénicas, entre elas E.coli, S.aureus e C.albicans

(ROMANO, 2014; CAVICCHIOLI, 2017; SERRANO, 2021; BARBOSA, SOUSA, 2023).

Tabela 1. Caracteristicas gerais dos microrganismos Paenibacillus terrae e Paenibacillus polymyxa.

Paenibacillus terrae Paenibacillus polymyxa
Isolada de Tabebuia roseo-alba (Ip€) e  [solada de Prunus spp. (Pessegueiro do

e  Gram-positiva, anaerobia facultativa

Gram-positiva, anaerdbia facultativa (LANGENDRIES; GOORMACHTIG,

(SHIN et al., 2012) 2021)
Potencial biotecnologico e  Potencial biotecnologico
. (LANGENDRIES; GOORMACHTIG,
o  Produtora de xilanase, catalase 2021)
¢ CMCase(SHIN et al., 2012; o  Compostos Uteis em processos
LIANG et al., 2014) industriais

~ o  Enzimas
o Produg¢do de compostos

bioativos contra (ROMANO,

m  [-1,3-glucanases,
celulases, quitinases,
2014) proteases, xilanases e
B-glicosidases
o  Atividade antimicrobiana e
m  Escherichia coli anti-inflamatéria (SERRANO et
m  Candida albicans al., 2021)

m  Staphylococcus aureus
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Tabela 2. Caracteristicas gerais dos microrganismos Bacillus megaterium ¢ Bacillus thuringiensis.

Bacillus megaterium
e  Colecao do Laboratorio de Bioquimica
e Genética Aplicada (LBGA)-UFSCar
e  Gram-positiva, formadora de esporos
(VARY, 1994)
e  Versatilidade bioquimica (VARY, 2007)
o  Toxinas fungicidas
o  Atividade antimicrobiana

(AL-THUBIANI, 2018)

Bacillus thuringiensis
Colegao do Laboratorio de Bioquimica e
Genética Aplicada (LBGA)-UFSCar
Gram-positiva, formadora de esporos
(PALMA; DIEGO HERMAN SAUKA;
IBARRA, 2024)
Producao de bacteriocina (PALMA;
DIEGO HERMAN SAUKA; IBARRA,
2024)

m  Staphylococcus aureus e  Sinergia com antimicrobianos
m  Escherichia coli (OLIVEIRA-SANTOS et al., 2023)
e  Acdo sobre microrganismos patogénicos
(CAHAN; FRIMAN; NITZAN, 2008)
o Staphylococcus aureus

o  Escherichia coli

1.2.4 Co-cultivo na producio de metabolitos secundarios

Cultivos simples ou monocultura sdo limitados (BARBOSA e SOUSA, 2023) por
diversos fatores como a incapacidade de uma tUnica cepa expressar todas as vias enzimaticas,
como o caso de compostos alvo com vias biossintéticas longas; formagdo de subprodutos
indesejaveis, excesso de produgdo de cofatores ou ATP, podendo levar a uma limitagdo no
crescimento dos microrganismos e até mesmo no desempenho de vias biossintéticas de
compostos alvo (JONES; WANG, 2018; NGUYEN HUY THUAN et al., 2022). Muitos
grupos de genes biossintéticos permanecem silenciosos em condigdes tradicionais de cultivo,
ou seja, no cultivo simples, acarretando em isolamentos repetidos de compostos conhecidos
(PENG et al., 2021).

Além disso, os microrganismos raramente existem isoladamente na natureza,
interagindo constantemente com outros organismos em seu ambiente (TEMKIN et al., 2019).
Suas interacdes podem ser mutualisticas, comensais ou antagonicas, por exemplo,
microrganismos que vivem no mesmo ambiente podem competir por espaco e nutrientes,

porém também podem cooperar para resistir a ambientes adversos (GAO et al., 2021).
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O co-cultivo bacteriano, caracterizado por varios organismos heterogéneos, crescendo
juntos em uma Unica fermentacdo, tem sido bastante explorado em estudos de ecologia
microbiana, para entender as interagdes entre as espécies, o desenvolvimento de biofilmes
multiespécies, a regulacdo da dindmica das comunidades bacterianas e construcdo de
comunidades sintéticas com funcionalidades especificas, além disso, pesquisadores estdo
utilizando co-cultivos para melhorar a eficiéncia da biossintese (GAO et al., 2021; JONES;
WANG, 2018).

O co-cultivo simula o ambiente complexo da vida microbiana na tentativa de ativar
grupos de genes que podem estar silenciosos em cultivo simples, e assim explorar o potencial
metabolico destes e obter novos metabdlitos secundarios bioativos (PENG et al., 2021).
Muitos estudos de co-cultivo demonstraram compostos de biossintese quimica nao
encontrados anteriormente em cultivos de uma unica cepa (JONES; WANG, 2018).

Diversos produtos naturais com variadas e novas estruturas foram descobertos através
da estratégia de co-cultivo, em combina¢des de fungo-fungo, fungo-bactéria e
bactéria-bactéria (PENG et al., 2021). Entre os campos em que o co-cultivo trouxe inovagoes,
se encontra a descoberta de moléculas antimicrobianas, em que as interagdes entre
microrganismos podem provocar a producdo de novas moléculas antimicrobianas nao
produzidas em monocultura (TEMKIN et al., 2019).

Dessa forma a estratégia de co-cultivo, demonstra grande potencial na busca por novos
metabolitos bioativos e também na melhoria da producao de moléculas especificas a partir de

microrganismos (PENG et al., 2021).

1.2.5 Biossintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) e a atividade antimicrobiana

Metais sdo reconhecidos por suas propriedades antimicrobianas, nesse contexto, o
estudo das nanoparticulas metdlicas tem sido explorado para tal fim, por seu tamanho e
capacidade de se infiltrar em células bacterianas, e sua capacidade de produzir espécies
reativas de oxigénio (ROS) quando em contato com células microbianas (PARAJE, 2023).

Nanoparticulas metalicas (MNPs) demonstraram grande eficiéncia contra bactérias
resistentes a medicamentos, impedindo sua proliferagdo, se tornando promissores candidatos
para o futuro terap€utico de antimicrobianos, apresentando o potencial de aumentar a eficacia
nos tratamentos e reduzir o aparecimento de resisténcia a antibioticos (BOGAS et al., 2022;

SARAVANAN et al., 2023).
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Nanocompositos metalicos a base de prata, sdo bastante estudados quanto ao seu
potencial antimicrobiano. A atividade antimicrobiana da prata (Ag), dos ions de prata (Ag+),
e compostos de prata sdo conhecidas ha bastante tempo por possuir um amplo espectro contra
bactérias, fungos, virus, entre outros (RUDRAMURTHY et al., 2016).

Porém, sua atividade antimicrobiana estd diretamente ligada ao niimero de ions de
prata biologicamente ativos liberados e sua disponibilidade para interag¢do com a parede
celular bacteriana. Nesse contexto, nanoparticulas de prata (AgNPs) t€ém sido consideradas
como um agente antimicrobiano alternativo aos ions de prata, por possuirem propriedades
antimicrobianas superiores, sua maior propor¢do superficie-volume, permite interagdes
aumentadas com a membrana celular e facil penetracdo nas células (RUDRAMURTHY et al.,
2016; KALANGADAN et al., 2022).

As AgNPs podem ser sintetizadas por métodos fisicos, conhecidos como “top-down”,
que envolvem a moagem do metal; quimicos, também chamados de “bottom-up”, a partir de
reacdes de redugdo, processos eletroquimicos e decomposi¢do por ondas ultrassdnicas e
biologicos, que explora bactérias, fungos e extratos vegetais, também conhecido como um
método “bottom-up”, envolve reagdes de oxidagao ou redugdo por enzimas produzidas por
microrganismos ou fitoquimicos (RUDRAMURTHY et al., 2016).

Os métodos fisicos e quimicos envolvem o uso de produtos quimicos toxicos e
perigosos, além de possuir um processo caro, € com capacidade de acarretar diversos riscos
biologicos. Como alternativa, foram realizados esforcos para desenvolver uma sintese
ecoldgica de nanoparticulas, que ndo prejudicasse o meio ambiente, onde entram em cena os
métodos de biossintese (SARAVANAN et al., 2023; RUDRAMURTHY et al., 2016).

Muitas bactérias tém sido utilizadas para a sintese de nanoparticulas, como por
exemplo Pseudomonas stutzeri, Bacillus megaterium, Escherichia coli, B. subtilis, B.
marisflavi, and B. licheniformis, entre outros (KLAUS et al., 1999; STANCU, 2021; EL
SHANSHOURY; ELSILK; EBEID, 2011; SRINATH; NAMRATHA; BYRAPPA, 2018;
NADAF; KANASE, 2019; SINGH et al., 2013).

1.2.5.1 Nanoparticulas como indutores abioticos

Outra abordagem utilizando nanoparticulas € o estudo destas como indutor abidtico na
producao de metabdlitos secundarios. Estudos apontam que as nanoparticulas podem impactar
0 crescimento microbiano, e¢ apresentam atividades indutoras para o aumento da biossintese

de metabolitos secundarios (AL-THEYAB et al., 2023).
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Em um estudo em que foi analisada a producdo de antibioticos da bactéria S.
coelicolor na presenga de nanoparticulas de 6xido de cobre, foi observado que em baixas
concentragdes de nanoparticulas houve o aumento na produgao de antibioticos, enquanto altas

concentragdes inibiram esse processo (LIU et al., 2019).

Capitulo 2 — Materiais e Métodos

2.1 Materiais

Os meios de cultura utilizados foram Caldo Triptona de Soja (TSB - KASVI), Agar
Mueller Hinton (MH - KASVI), Caldo Mueller Hinton (MH - KASVI), International
Streptomyces Project Medium (number 2) (ISP-2) composto por: 4 gL' glicose, 4 g.L’!
extrato de levedura e 10 g.L"! extrato de malte em pH 7,2 e Yeast Peptone Mannitol medium
(YPM) composto por: 16 g.L"! glicose, 11,25 g.L"! extrato de levedura, 11,25 g.L"! peptona e
20 g.L! extrato de malte em pH 7,0).

2.1.1 Materiais biologicos

Os microrganismos utilizadas nesse estudo foram Paenibacillus polymyxa
(CBMAI 2314) endofitico isolado das folhas de Prunus spp. por Serrano (2021),
Paenibacillus terrae endofitico isolado das folhas Tabebuia roseo-alba por Romano (2014),
Bacillus thuringiensis (Cole¢do do Laboratorio de Bioquimica e Genética Aplicada
(LBGA)-UFSCar), Bacillus megaterium (Colecao do Laboratério de Bioquimica e Genética
Aplicada (LBGA)-UFSCar), Gram (—) Escherichia coli - ATCC 25922; Gram (+)
Staphylococcus aureus — ATCC 25923 e o fungo leveduriforme Candida albicans — ATCC
10231 (Colecao do Laboratério de Bioquimica e Genética Aplicada (LBGA)-UFSCar).
Os testes com Candida albicans, foram realizados em laboratério NB-2 em

colaborag@o com o Laboratorio de Bioquimica e Genética Aplicada (LBGA)-UFSCar.

2.2 Preparo dos indculos bacterianos

Os microrganismos teste, compostos pelas cepas de Gram (—) Escherichia coli - ATCC
25922; Gram (+) Staphylococcus aureus — ATCC 25923 e o fungo leveduriforme Candida
albicans — ATCC 10231 foram reativados a partir da transferéncia de 100 pL de cepas

contidas em estoque, suspensas em uma solu¢do de meio de cultura com glicerol a 20%,
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mantidas a uma temperatura de -80 °C, em 5 mL de caldo Triptona de Soja (TSB) e incubadas
a 37 °C por 24h.

Os isolados Bacillus thuringiensis e Bacillus megaterium, foram reativados a partir da
transferéncia de 100 uL de cepas contidas em estoque, suspensas em uma solu¢ao de meio de
cultura com glicerol a 20%, mantidas a uma temperatura de -80°C, em 5 mL de caldo
Triptona de Soja (TSB) e incubados a 37 °C por 24h, enquanto o isolado Paenibacillus terrae,
foi incubado em 5 mL de meio ISP2 e o isolado Paenibacillus polymyxa em 5 mL de meio
YPM ambos a 28 °C por 168h.

Para garantir a viabilidade das cepas utilizadas foram feitos repiques antes de cada

ensaio, em meio de cultura solido e em caldo.

2.3 Padronizacao dos indculos

As culturas teste foram padronizadas através de andlise por espectrofotometria (DO
625 nm) em que a escala esperada estava contida entre 0,08 e 0,1 para atingir a 0,5 de
McFarland, equivalente a 1x 10® UFC/mL; caso a medi¢do da turvagio fosse superior a 0,1,

foi feita a diluicdo em solucao salina 0,9% (CLSI, 2012).

2.4 Avaliacao da bioatividade

2.4.1 Preparo dos cultivos simples

Para o preparo dos cultivos simples os in6culos foram padronizados e preparados em 5

mL do meio de cultivo utilizado para a reativacao de cada isolado (5% (v/v)).

2.4.2 Preparo dos cultivos mistos para obtencio da fermentacio

Foram preparados cultivos mistos em dois volumes iniciais de indculo buscando
avaliar se houve influéncia do volume de in6culo na atividade antimicrobiana dos cultivos
(GAO et al, 2021). A primeira avaliacdo se deu considerando os dois endofiticos,
Paenibacillus terrae e Paenibacillus polymyxa como principais pela sua atividade
antimicrobiana constatada na literatura, utilizando assim uma maior propor¢ao de volume de
in6culo inicial com relagdo aos Bacillus (2:1); e a segunda avaliacao, considerou o volume de
in6culo igual para todos os microrganismos, como um método de comparacao (1:1).

Para cada uma das situagdes, foram preparados 12 cultivos, que compreende 4 cultivos

simples e 8 co-cultivos.
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Cultivos simples: Paenibacillus polymyxa (PP); Paenibacillus terrae (PT); Bacillus
thuringiensis (BT); Bacillus megaterium (BM);

Co-cultivos: Paenibacillus polymyxa e Paenibacillus terrae (Cl); Paenibacillus
polymyxa e Bacillus thuringiensis (C2); Paenibacillus polymyxa e Bacillus megaterium (C3);
Paenibacillus terrae e Bacillus thuringiensis (C4); Paenibacillus terrae e Bacillus
megaterium (CS); Paenibacillus polymyxa, Paenibacillus terrae € Bacillus thuringiensis (C6);
Paenibacillus polymyxa, Paenibacillus terrae e Bacillus megaterium (C7); Paenibacillus
polymyxa, Paenibacillus terrae, Bacillus thuringiensis e Bacillus megaterium (C8).

Na primeira situagdo, os endofiticos Paenibacillus terrae e P. polymyxa tomados como
principais, foram inoculados em maior propor¢do em comparagdo ao Bacillus thuringiensis e
Bacillus megaterium, com concentragdo final ndo ultrapassando o méaximo de 10% (v/v) de
in6culo em 5SmL de meio. Para o co-cultivo de dois microrganismos foram inoculados 250 pL
para os Paenibacillus, e 125 pL para os Bacillus; para o co-cultivo de trés microrganismos
167 uL para os Paenibacillus, e 83 pL para os Bacillus; para o co-cultivo de quatro
microrganismos 125 uL para os Paenibacillus, e 63 pL para os Bacillus (adaptado de GEA et
al., 2022).

Na segunda situagdo, todos os microrganismos serdo adicionados em proporcdes
iguais de forma a atingir 10% (v/v) de in6culo em 5 mL de meio, portanto para o co-cultivo
de dois microrganismos foram inoculados 250 pL de cada, para o co-cultivo de trés
microrganismos 167 pL de cada e para quatro microrganismos 125 uL de cada (GAO et al.,
2021).

Para avaliar as condigdes dos cultivos mistos em relagdo a atividade antimicrobiana ¢
tempo de cultivo, os cultivos foram incubados por um periodo de 168h, com medi¢des a cada

24h (CAVICCHIOLLI, 2021).
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Figura 2: Esquema da montagem dos co-cultivos, com base no volume inicial de inoculo.

Fonte: Autoria propria, criado com BioRender.com.

2.4.3 Preparo dos caldos fermentados

ApoOs o tempo de incubacgao, os caldos fermentados foram centrifugados a 12.000 rpm,
por 15 min, para a separagdo do sobrenadante e das células microbianas. O sobrenadante livre
de células, foi filtrado em filtro de 0,22 pum, para garantir a esterilidade. Todos os testes de

atividade antimicrobiana foram realizados com o sobrenadante livre de células vivas.

2.4.4 Avaliacdo da atividade antimicrobiana pela metodologia de difusio em agar por
poco

Para o teste de difusdo em agar por pogo, os trés microrganismos teste, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus e o fungo leveduriforme Candida albicans, foram semeados
separadamente em placas (90x15mm) contendo meio de cultura 4gar MH com o auxilio de
swabs esterilizados buscando uma cobertura uniforme. Em seguida, pocos equidistantes de 9
mm de didmetro cada, foram realizados com o auxilio de uma ponteira esterilizada de 1000
uL em todas as placas. Posteriormente, foi feita a pipetagem de 100 uL do sobrenadante de

cada cultivo nos pocinhos, em triplicata para cada um dos microrganismos teste (BAHAR

ONARAN ACAR; ERMAN GULENDAG, 2023).
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Apo6s o tempo de espera de absor¢do do liquido pelo meio de cultura, as placas foram

incubadas a 37 °C, por 24 h. Posteriormente, a medi¢ao dos halos de inibicao foi realizada em

milimetros, com o auxilio de um paquimetro.
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a 28°C por 168h P
{ Remover discos de
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Figura 3: Esquema ilustrativo da analise da atividade antimicrobiana pelo método de difusao em agar.

Fonte: Autoria propria, criado com BioRender.com.

2.4.5 Avaliacao da Concentracao Inibitoria Minima (CIM) e Concentraciao Bactericida

Minima (CBM)

2.4.5.1 Determinacio da Concentracio Inibitoria Minima (CIM)

Para a concentragdo inibitéria minima foi realizado o ensaio em placa de
microdilui¢do de 96 pogos. Utilizando como microrganismos teste G — Escherichia coli -
ATCC 25922; G + Staphylococcus aureus — ATCC 25923 e o fungo leveduriforme Candida
albicans — ATCC 10231, sendo os in6culos padronizados com base na metodologia de
Clinical and Laboratory Standards Institute, a 0,5 na escala de McFarland, e posterior

dilui¢do para alcangar a concentragio final de aproximadamente 1x10° UFC/mL.
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Em cada poco foram distribuidos 100 pL. de caldo MH, posteriormente, foi feita a
adi¢do de 100 puL dos caldos fermentados ou nanoparticulas a serem testadas, que apos
homogeneizagao, foram transferidos para a proxima linha e assim sucessivamente, até que
fosse completada a diluicdo seriada, a partir da concentragdo inicial obtida pela liofilizagao
dos caldos fermentados ¢ as diluigdes testadas 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, obtendo as
concentragdes 6000, 3000, 1500, 750, 370 uL/mL (CLSI, 2012).

O célculo da concentragdo para o teste realizado com as nanoparticulas foi realizado
com base na concentracao inicial obtida e as dilui¢des testadas 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64,
1/128, 1/256, 1/512, 1/1024 e 1/2048. Em cada placa também estavam presentes o controle de
crescimento ¢ o controle de esterilidade do meio conforme os esquemas apresentados nas

figuras 2 e 3.

900000000000 .g:;ril{t)role de esterilidade do
Q0000000000 (8.> () controle de crescimento
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EQOOOOOOOQOO@) |
1010.010/0/0:0,0/0/0/0 @ cuo:
sOO000000O0OOQ || @eumes

900000000000

Figura 4: Layout utilizado para a analise de concentragdo inibitoria minima dos cultivos microbianos.

Fonte: Autoria propria, criado com BioRender.com.
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Figura 5: Layout utilizado para a analise de concentragdo inibitéria minima das nanoparticulas.

Fonte: Autoria propria, criado com BioRender.com.

Posteriormente foi realizada a adigdo de 20 puL da suspensdo bacteriana previamente
preparada contendo os microrganismos teste, a todos os po¢os das microplacas, com excecao
dos controles de esterilidade. As microplacas foram incubadas a 37°C por 20 horas e ap6s o
periodo de incubagdo, foram adicionados 20 pupL do revelador Resazurina
(SIGMA-ALDRICH, EUA) a 0,01% em cada poco, logo em seguida as placas foram
armazenadas em local protegido de luz, e os resultados observados apds 60 minutos. Sendo a
leitura das placas realizada antes e depois da adi¢do de resazurina nas absorbancias 625 e 620
nm, respectivamente, em leitora automatica de microplacas (Thermo Scientific™
Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer).

O principio da adi¢do de resazurina baseia-se na reducdo da resazurina, corante azul
ndo fluorescente, em resorufina, um corante fluorescente rosa, pela atividade metabdlica de

células vivas.

Os calculos da porcentagem de inibicdo foram realizados a partir da férmula de

FERREIRA et al., 2019:

% Inibicdo do crescimento microbiano = [1 — (%)] x 100

Ac = média das absorbancias por concentracdo de cada caldo testado.

A0 = média das absorbancias do controle de crescimento microbiano
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2.4.5.2 Determinacio da Concentracio Bactericida Minima (CBM)

Para a determinagdo da concentragdo bactericida minima, antes de ser feita a adi¢do do
revelador nos pocos da microplaca no teste de concentragdo inibitéria minima, foi feita a
retirada de uma aliquota de 10 pL de cada concentracdo e plaqueadas pelo método de
microgota em agar MH, posteriormente incubadas a 37 °C por 20h. A CBM foi definida pela
menor concentragdo em que ndo houve crescimento bacteriano ((ANANDAN; VITTAL,

2018).
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Figura 6: Esquema ilustrativo da analise da atividade antimicrobiana pelo método de microdiluigdo,

para obteng@o da concentragdo inibitéria minima e concentragdo bactericida minima (CIM e CBM).

Fonte: Autoria propria, criado com BioRender.com.

2.5 Biossintese de AgNPs

Para os melhores caldos de fermentagdo filtrados obtidos a partir da avaliagdo da
atividade antimicrobiana, foi feita a adi¢do de nitrato de prata (AgNO;) 1 mM em
Erlenmeyers em 50 mL de caldo, ocasionando soluc¢des reacionais posteriormente incubadas a
28 °C em agitacao de 120 rpm no escuro, durante 216h. A sintese das nanoparticulas pode ser
observada com a mudanca de cor da reacdo de amarelo claro para marrom (ALFRYYAN et

al., 2022).
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Figura 7: Esquema ilustrativo da biossintese de nanoparticulas de prata a partir dos cultivos

microbianos.

Fonte: Autoria propria, criado com BioRender.com.

2.6 Caracterizacio das AgNPs

2.6.1 Caracterizac¢ido por espectrofotometria UV-Visivel

A caracterizagdo por UV-vis foi realizada em leitor de microplacas (Thermo
Scientific™ Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer) operando entre 200 e 800 nm.

A analise de UV-Vis torna possivel identificar o espectro caracteristico de cada tipo de
nanoestrutura, e permite a confirmacao da presenca de nanoparticulas, como as AgNPs, pois
quando estas recebem radiacdo, os elétrons livres oscilam e sdo excitados, causando o
fendmeno conhecido como ressonancia plasmonica de superficie (SPR), sendo possivel
observar a presenca de um pico caracteristico das nanoparticulas de prata acima de 400 nm

(LIMA et al., 2025).

2.6.2 Caracterizacio por Analise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA)

A andlise foi realizada em parceria no Grupo de Nanomedicina e Nanotoxicologia
(GNano) do Instituto de Fisica de Sdo Carlos da Universidade de Sao Paulo (USP) sob
coordenacdo do Prof. Dr. Valtencir Zucolotto. A caracterizagdo por NTA foi empregada para
quantificar as nanoparticulas em solu¢ao (NanoSight NTA 3.4).

Pela taxa de movimento browniano detectada em frames pelo equipamento, ¢ possivel
obter o tamanho aproximado das particulas entre 10 a 1000 nm de didmetro, e através da

contagem das particulas presentes por frame, ¢ possivel obter a concentragao.
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Todas as amostras foram diluidas em agua destilada, as amostras PP(NPs), BT(NPs) e
BM(NPs) foram diluidas em uma propor¢ao de 1:1000 (v/v), e a amostra PT(NPs), foi diluida
em proporcao 2:1000 (v/v).

2.6.3 Caracterizacao por Dispersao Dinidmica de Luz (DLS)

As caracteristicas coloidais de diametro hidrodindmico médio (DH), indice de
polidispersdao (PDI) e potencial zeta de superficie (PZ) das AgNPs foram mensuradas em
parceria no Grupo de Nanomedicina e Nanotoxicologia (GNano) do Instituto de Fisica de Sao
Carlos da Universidade de Sao Paulo (USP) sob coordenagao do Prof. Dr. Valtencir Zucolotto.

Para essas anélises, as amostras BT e BM foram inicialmente diluidas na proporcao de
1:1000 (v/v), e as amostras PP e PT foram diluidas na propor¢ao de 1:100 (v/v) em agua até
um volume final de 1 mL, e entdo essa solucdo foi colocada em uma cubeta de poliestireno

para ser inserida no equipamento.
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Figura 8: Esquema ilustrativo dos métodos utilizados para a caracterizagdo das nanoparticulas de

prata.

Fonte: Autoria propria, criado com BioRender.com.

2.7 Analise da intervencao das nanoparticulas nos cultivos simples e co-cultivos

Para essa etapa, as bactérias foram preparadas como descrito nos topicos 2.4.1 ¢ 2.4.2,
e posteriormente cultivadas no meio de producio (10% (v/v)) do meio de cultura;

co-cultivados com varias concentragdes de AgNPs (0; 8,236 x 10% 1,647 x 10°; 8,236 x 107,
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1,647 x 10" e 8,236 x 10° particulas/mL) a 30 °C em shaker orbital a 180 rpm (AL-THEYAB
et al., 2023). Apos seis dias de crescimento bacteriano, o caldo fermentado obtido foi testado
com relagdo a sua atividade antimicrobiana pelos métodos de Avaliacdo da atividade
antimicrobiana pela metodologia de difusdo em agar por pogo (item 2.4.4) e Avaliagdo da
Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM) (itens

2.4.5.1e2452).
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Figura 9: Esquema ilustrativo da analise da interven¢do das nanoparticulas nos cultivos simples e
co-cultivos em fungdo da atividade antimicrobiana observada, realizada pelo método de difusdo em

agar.

Fonte: Autoria propria, criado com BioRender.com.

2.8 Analise dos efeitos dos caldos fermentados e nanoparticulas de prata em linhagem

celular humana (in vitro)

O efeito da citotoxicidade dos cultivos mistos e nanoparticulas foi avaliado pelo
método MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio).

Para isso as linhagens celulares de fibroblastos dérmicos humanos neonatais (HDFn),
foram cultivadas em garrafas médias de cultura celular em meio Essencial Minimo
Modificado de Dulbecco (DMEM) na presenca de antibidticos penicilina/streptomicina a 100
ul/ml, com 10% de soro fetal bovino inativado pelo calor, e incubadas em ambiente imido a

37 °C e 5% de CO, até atingirem 90% de confluéncia, sob passagens. Posteriormente, as
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células foram semeadas em placas de 96 pogos 1x10* células/pogo em um volume final de
200 pL e incubadas por 24h antes do experimento.

ApoOs a adesdo das células ao fundo do poco, o meio foi descartado e foram
adicionados por poco 100 uL. de meio completo e 100 pl de cada cultivo e nanoparticulas
testados, por 24 h. Apo6s o periodo de exposi¢do, o meio foi removido e os pogos foram
lavados duas vezes com PBS 1X, 100 pL da solu¢do MTT (5mg/mL) foi adicionada a cada
poco, diluida em PBS 1X mais meio incompleto sem fenol (1:5), e incubada por 4 h em uma
camara imida a 37°C e 5% de CO: (condi¢des padrao de cultura).

Controles branco contendo apenas a solu¢do de MTT e controle positivo (CTRL +)
(morte) contendo extran 5% foram preparados. A solugdo reagente foi entdo removida, e 100
uL de diluente de DMSO foram adicionados por pogo, seguidos pela leitura da absorbancia a
570 nm em leitor de microplacas (Thermo Scientific™ Multiskan™ GO Microplate
Spectrophotometer). A porcentagem de metabolismo celular foi calculada de acordo com a
equacao: valor individual + valor médio do grupo CTRL x 100.

% citotoxicidade = Grupo experimental x 100
Média do grupo CTRL-

2.9 Analise estatistica

Os dados obtidos neste estudo foram analisados por meio do GraphPad Prism 10.0
(San Diego, California, EUA). Aplicou-se o teste ANOVA (andlise de variancia) aos dados
paramétricos e o poés-teste de comparagdes multiplas de Tukey (os resultados foram
apresentados em média e desvio padrao). Para dados ndo paramétricos, foram usados o teste
de Kruskal-Wallis e o poés-teste de comparacdo multipla de Dunn (os resultados foram
apresentados como a mediana com os quartis superior e inferior: Me [Q1; Q3]). A

significancia estatistica foi estabelecida em p < 0,05.

Capitulo 3 — Resultados e Discussao

3.1 Analise da atividade antimicrobiana dos cultivos em variacao do tempo

Na avaliagdo da atividade antimicrobiana dos cultivos, procuramos entender se o
tempo de cultivo e a concentragdo inicial de indculo tem influéncia no didmetro dos halos de
inibicdo para cada um dos cultivos testados. E para isso, a partir de culturas padronizadas,

volumes iniciais iguais e diferentes de indculo foram testados para cada um dos co-cultivos,
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por um periodo de incubagdo de 168h, em que uma aliquota era retirada a cada 24h, a fim de

observar os maiores halos de inibi¢cdo conforme descrito na metodologia 2.4.2.

Para a analise de tais resultados, a medicao dos didmetros de halo de inibicao obtida
em milimetros, foi submetida a andlise estatistica (p < 0,05) em que o tempo de cultivo
apresentou diferenca estatistica entre os cultivos testados. O volume inicial de indculo nado
demonstrou significancia estatistica, com relagdo ao diametro dos halos de inibigdo de maior
valor. Por outro lado, essa diferenca foi observada para o tempo de cultivo, havendo a

auséncia de atividade (figura 10). Os melhores tempos para cada cultivo, com relacdo ao

diametro do halo obtido estdo apresentados na tabela 3.

Figura 10: Halos de inibi¢do indicando atividade antimicrobiana dos co-cultivos C3, C4, C5, C6, C7 e
C8 contra a bactéria E.coli, variando pelo tempo de cultivo. A = 24h; B =48h; C =72h; D = 96h; E =
120h; F = 144h e G = 168h.

Tabela 3. Maior didmetro de halo (mm) com relagdo ao melhor tempo de incubacdo para cada
co-cultivo.

Cultivo Tempo (h) DHalo (mm)
Cl 120 15
C2 120 15
C3 72 15
C4 96 13
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Cs 96 14

C6 144 14
C7 120 13
C8 72 13

Na figura 11 abaixo podemos observar os graficos obtidos a partir de cada volume
inicial de in6culo testado, em que se mostra igual a auséncia de atividade antimicrobiana para
as bactérias Bacillus thuringiensis e Bacillus megaterium, independente do tempo e proporgao
de in6culo, porém uma diferenca significativa se mostra nos cultivos C4 ¢ C5, em que nas
proporcdes iguais de indculo hd menos resultados positivos (1:1), encontrado somente um
pequeno halo para o cultivo C5 em 72h de cultivo, enquanto em proporg¢des diferentes ambos
os cultivos C4 e C5 apresentaram halos de inibicdo em diferentes tempos de cultivo,
indicando que essas combinagdes podem apresentar uma interagdo que nao estimula a

producdo de antimicrobianos quando em cultivo em proporg¢des iguais.
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Figura 11: Graficos da varia¢ao do didmetro de halo de cada cultivo testado pelo tempo (24h -168h),
em diferentes proporg¢des iniciais de indculo (1:1 e 2:1) com relagdo aos co-cultivos (C1, C2, C3, C4,
C5, C6, C7 e C8). Os graficos A, B e C, correspondem a propor¢do 1:1, e os graficos D, E e F,
correspondem a propor¢do 2:1. A e D = testes realizados contra a bactéria E. coli. B e E = testes
realizados contra a bactéria S. aureus. C e F = testes realizados contra o fungo leveduriforme

C.albicans.

Em estudo de Cavicchioli (2021), em que foi explorado o cultivo misto de
Paenibacillus polymyxa, E.coli, S.aureus, C.albicans; o melhor tempo de cultivo foi
estabelecido em 168h, enquanto no presente estudo, houve uma variagdo com relacdo ao

cultivo, podendo indicar interagdes diferentes as apresentadas em trabalhos anteriores.

Quanto ao diametro dos halos em cultivo simples, Paenibacillus polymyxa apresentou
12 mm contra E.coli; 12,7 mm contra S.aureus, ¢ ndo apresentou halos de inibi¢cdo contra
C.albicans, enquanto Paenibacillus terrae apresentou 8,6 mm contra E.coli; 9,4 mm contra

S.aureus e 11,4 contra C.albicans (CAVICCHIOLI, 2017; BARBOSA, SOUSA, 2023).
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Enquanto em co-cultivo com E.coli, S.aureus e C.albicans, Paenibacillus polymyxa
apresentou halos de inibicdo de 13, 20 e 14 mm contra E.coli, S.aureus ¢ C.albicans,
respectivamente, apresentando halos maiores em comparagdo ao cultivo simples
(CAVICCHIOLI, 2021). No caso de P. terrae, nao detectou-se atividade antimicrobiana,
quando em co-cultivo com Bacillus thuringiensis. Entretanto foram observados halos de
inibigdo maiores do que o cultivo simples, quando em co-cultivo com Bacillus megaterium,

de 10,6 € 9,5 mm contra E.coli e S.aureus, respectivamente (BARBOSA, SOUSA, 2023).

Essa auséncia de atividade antimicrobiana quando Paenibacillus terrae foi cultivada
com Bacillus thuringiensis, também pode ser observada no presente estudo pelos resultados
observados no cultivo C5, composto pela mesma combinacdo de bactérias, quando o cultivo
atendeu as mesmas condigdes do estudo de Barbosa (2023), com proporg¢des de indculo iguais
e tempo de crescimento entre 24h - 48h, indicando que a interacdo dessas bactérias em
proporgdes iguais afete a atividade antimicrobiana de Paenibacillus terrae e sua produgdo de

metabdlitos secundarios.

No presente estudo, Paenibacillus polymyxa e Paenibacillus terrae, quando em
co-cultivo com Bacillus thuringiensis ¢ Bacillus megaterium alcangaram halos de inibicao de
14, 15 e 15 mm, contra E.coli, S.aureus e C.albicans, respectivamente, apresentando
resultados equiparaveis aos trabalhos anteriores, sendo melhor em comparagdo aos halos

obtidos para E.coli e C.albicans.

No trabalho de Selvaraj et al. (2022), a melhoria no co-cultivo de Bacillus sp.,
aumentou a producdo de acido galico em 26-27 vezes, em comparacao a producdo em cultivo
simples. Tal composto apresentou atividade antimicrobiana contra E.coli e S.aureus, com
zona de inibi¢cdo de 20,4 e 16,5mm respectivamente, reforcando o potencial do co-cultivo no

aumento da producao de compostos antimicrobianos.

3.2 Analise de Concentrac¢ao Inibitéoria Minima (CIM) e Concentracio Bactericida

Minima (CBM) dos cultivos simples e co-cultivos

A partir dos resultados obtidos na avaliagdo da bioatividade pelo tempo, os cultivos
que apresentaram atividade antimicrobiana, foram incubados em seus respectivos tempos de
cultivo em que apresentaram maiores halos de inibi¢do, para a realizacdo do ensaio de

microdilui¢dao e obtencdo da concentragdo inibitdéria minima.
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Nos primeiros testes realizados, nenhum cultivo apresentou resultados significativos
estatisticamente em comparacdo ao controle, através da metodologia de microdiluigdo,
seguindo o mesmo procedimento realizado para os testes anteriores, em que os caldos
fermentados foram centrifugados e filtrados. No entanto, ao testar os caldos sem o processo
de esterilizagdo por filtro, os cultivos C2, C3, C6 e C7 apresentaram resultados significativos
(p £ 0,05) como podemos observar na figura 12. Os cultivos simples PP e PT, e os co-cultivos

Cl1, C4, C5, C8, ndo apresentaram resultados estatisticamente significativos (p < 0,05).
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Figura 12: Graficos da porcentagem de inibi¢do do crescimento microbiano de cada cultivo testado
(PP, PT, C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7 e C8) contra as bactérias E.coli, S.aureus ¢ C.albicans, em
diferentes concentragdoes com relacdo aos controles. CE = controle de esterilidade. CC = controle de

crescimento.

Para verificar se a atividade antimicrobiana poderia ter acontecido devido a uma
interagdo célula-célula, e ndo pelos metabdlitos secundarios presentes no meio, foi feito um

controle de esterilidade contendo os cultivos centrifugados, que pode ser observado no topico
244.1.

Tal resultado pode indicar a presenca de diferentes antimicrobianos dos presentes no

teste anterior, que pode ser eliminado pelo processo de esterilizagdo por filtragao.
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Resultado semelhante foi observado no estudo de Klaus et al. (2020), que buscou
investigar a interagdo entre duas bactérias cultivadas juntas em meio liquido, para observar
como o ambiente de competi¢ao pode induzir a produgdo de substancias bioativas que ndo sao
observadas em cultivos individuais, o co-cultivo de Burkholderia thailandensis com Bacillus
subtilis resultou na produ¢do de um novo antimicrobiano, diferente do produzido em cultivo

simples, que ¢ eliminado pelo processo de esterilizagao por filtro.

O estudo de Serrano et al. (2021) mostrou que o caldo fermentado da bactéria
Paenibacillus polymyxa apresentou atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas,
Gram-negativas e um fungo, entre estes microrganismos estavam as bactérias E. coli (ATCC
25923) e S. aureus (ATCC 25922) e o fungo leveduriforme C. albicans (ATCC 10231). Os
resultados de concentracdo inibitoria minima foram obtidos a partir dos antimicrobianos
isolados AMP-Pp e Polycerradin. Para AMP-Pp os resultados de CIM observados foram de
7.8 nug/mL! quando testado contra E.coli, € ndo apresentou resultados positivos quando
testado contra S.aureus e C.albicans. Ja o antimicrobiano Polycerradin, apresentou a
concentra¢do minima inibitoria em 1.97 ug/mL", 3.95 pg/mL" e 3.95 pg/mL"! contra E.coli,

S.aureus e C.albicans, respectivamente (SERRANO, 2021).

Outro estudo demonstrou a atividade antimicrobiana de Paenibacillus
polymyxa, contra as bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus ¢ o fungo Candida
albicans com concentragdes inibitorias minimas de 156 pg/mL’, 400 pug/mL' e 1250
pg/mL, respectivamente, porém estes resultados também sdo dos antimicrobianos isolados e

concentrados (ABDELHAMID, 2022).

Tal resultado ndo foi observado no presente estudo, em que a bactéria Paenibacillus
polymyxa ndo apresentou inibi¢do do crescimento para E.coli e C. albicans mesmo na maior
concentracdo testada de 6000 ug/mL™', e apresentou uma porcentagem de inibi¢do baixa para

a S.aureus.

Diante dos resultados obtidos a partir do teste de microdiluicdo, selecionamos os
cultivos C2, C3, C6 e C7 para dar continuidade ao trabalho, que foram os que apresentaram

resultados estatisticamente significativos.

Para a obten¢do da concentracao, foi feita a liofilizagdo dos caldos fermentados. A
partir da concentragdo, obtivemos a concentracao inibitéria minima, que pode ser observada

na tabela 4:
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Tabela 4. Concentrag@o Inibitéria Minima e porcentagem de inibigdo dos co-cultivos com atividade
antimicrobiana significativa.

Cultivo CIM (pL/mL) % Inibicao CBM (uL/mL) Microrganismo
C2 3000 88.092 6000 E. coli
C2 6000 87.961 6000 S. aureus
C2 3000 89.128 3000 C. albicans
C3 6000 87.628 6000 E. coli
C3 3000 88.987 3000 C. albicans
C6 6000 87.513 6000 E. coli
C6 6000 87.430 6000 S. aureus
C6 3000 87.952 3000 C. albicans
Cc7 6000 87.970 6000 E. coli
C7 6000 88.122 6000 S. aureus
C7 1500 89.135 1500 C. albicans

A confirmacao dos resultados se deu pela medida de absorbancia dos cultivos obtidos
e posterior andlise estatistica. Também de modo visual pela adi¢cao do corante resazurina, que
possui uma cor azul, e em contato com c¢lulas vivas sua coloragdo se torna rosa, de tal forma
foi possivel observar a atividade antimicrobiana pela colora¢do azul nos pogos em que os

cultivos foram testados, como pode ser constatado na figura 13:
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Figura 13: Resultado da concentracdo minima inibitoria, apos a adi¢ao de resazurina, para os cultivos
C2, C3, C6 ¢ C7 em triplicata, contra as bactérias E.coli, S.aureus e C.albicans. Em azul podemos
observar os pocos em que houve a inibigdo microbiana. CE = controle de esterilidade. CC = controle

de crescimento microbiano.

Através da andlise estatistica foi possivel observar a diferenga entre os resultados
obtidos de CIM para os co-cultivos em comparagao com os cultivos simples testados, em que
foi demonstrado que os co-cultivos C2, C3, C6 e C7 apresentaram resultados melhores em

compara¢do aos outros cultivos testados (p < 0,05). Podemos observar tais resultados na

figura 14:
A E.coli B S.aureus
9 <)
2 100 B C+(ce) s 100+ I C+(ce)
o o
e = 6000 2 &= 6000
S 80 O 3000 5 80+ 1 3000
£ & 1500 = 3 1500
2 60 m 750 § 60 = 750
g | 370 5 m 370
o 40 mE C-(CC) o 40 = C-(CC)
< °
o 8 20
S 20 g
] 2
£ 0 i i a'n nI".. s £ o0 |I|i|i|I
PP PT C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 PP PT C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8
. Cultivos
Cultivos
C C.albicans
? —
E\" 100 @ C+(ce)
2 [ 6000
@ 807 = 3000
E I 1500
2 60 m 750
G m 370
o 40 m C-(CC)
o
2
'S 20
2
E c T i I i I i
PP PT C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8
Cultivos

Figura 14: Graficos da porcentagem de inibi¢do do crescimento microbiano de cada cultivo testado
nas concentragdes 6000, 3000, 1500, 750, 370 (uL/mL), contra as bactérias E.coli, S.aureus e

C.albicans. CE = controle de esterilidade. CC = controle de crescimento.

No estudo de Sung et al. (2017), em que foi feito o co-cultivo da espécie Streptomyces
sp. PTYO087I2 com Bacillus subtilis (BS), Staphylococcus aureus sensivel a meticilina
(MSSA), Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e Pseudomonas aeruginosa
(PA), foram testados contra Bacillus subtilis (BS), Staphylococcus aureus sensivel a
meticilina (MSSA), Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e Pseudomonas

aeruginosa (PA), nenhum dos cultivos apresentaram atividade antimicrobiana contra
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Pseudomonas aeruginosa, porém, todos demonstraram atividade igual ao cultivo simples ou
aumentada quando em co-cultivo contra os patdégenos Gram-positivos. Sendo que o
co-cultivo, com MRSA, resultou em atividade antimicrobiana mais significativas com valores
de CIM 16X, 4X e 8X maiores do que o cultivo simples, contra Bacillus subtilis, MSSA e
MRSA, respectivamente.

Foram obtidos resultados satisfatorios também para o co-cultivo com Bacillus subtilis,
com valores de CIM de 4X, 2X e 2X mais potentes em comparagao com o cultivo simples
contra BS, MSSA e MRSA, respectivamente. O co-cultivo com MSSA nao resultou em uma

atividade bioldgica aumentada (SUNG; GROMEK; BALUNAS, 2017).

No presente estudo, foram obtidos resultados semelhantes, em que o cultivo simples
ndo apresentou atividades antimicrobianas significativas utilizando a metodologia de
microdilui¢do, para obten¢ao da Concentragdo Minima Inibitéria, porém, os cultivos C2, C3,

C6 e C7, apresentaram atividade antimicrobiana em menores concentracdes.

Também foi possivel analisar a diferenca entre a atividade antimicrobiana dos cultivos
C2, C3, C6 e C7 com relagdo aos microrganismos testados. Para E.coli, o cultivo C2
apresentou melhores resultados, enquanto para S.aureus, os cultivos com resultados positivos
C2, C6 e C7, ndo apresentaram diferenca estatistica. E para C.albicans, o cultivo C7
apresentou resultados mais promissores, sendo também a maior atividade antimicrobiana
observada, com uma menor CIM. De forma geral os cultivos C3, C6 e C7 apresentaram maior

atividade antimicrobiana contra o microrganismo C.albicans.

Em estudo de Cavicchioli (2021), todos os cultivos mistos testados, obtiveram uma
atividade antimicrobiana maior com relagdo ao cultivo simples. A concentracdo minima
inibitoria encontrada para o cultivo misto de P. polymyxa com S. aureus quando testado contra
E.coli foi de 1250 pg/mL" com uma inibi¢do de 92,86% enquanto na mesma concentragdo o
cultivo simples de P. polymyxa apresentou uma inibicao de 18,58%. Para a bactéria S.aureus,
o cultivo simples P. polymyxa apresentou uma inibicdo de 4,49% na concentracdo de 1250
ng/mL, e na concentragdo 2500 pg/mL"', uma inibi¢do de 59,13%; ja para os cultivos mistos
de P. polymyxa com S. aureus, a inibicao foi de 44,79% e 62,28%, nas mesmas concentracoes,
respectivamente; e para o cultivo misto de P. polymyxa com E.coli, a inibi¢do observada foi
de 51,78%, 82,50% e 87,08%, nas concentragdes 1250, 2500 e 5000 upg/mL’
respectivamente, sendo o mais eficaz contra S.aureus (CAVICCHIOLI, 2021).
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Resultado semelhante foi observado no presente estudo, em que alguns dos co-cultivos
testados apresentaram uma porcentagem de inibi¢do superior ao obtido nos cultivos simples

(figura 14).

3.3 Analise da biossintese e caracterizacio de nanoparticulas de prata (AgNPs)

Foi testada a capacidade dos cultivos simples (PP, PT, BT ¢ BM) e dos co-cultivos
selecionados anteriormente (C2, C3, C6 e C7) para a biossintese de nanoparticulas de prata. A
confirmagdo dessa sintese foi verificada pela mudanca de cor do meio para um caracteristico
marrom escuro (figura 15) e pela analise em espectrofotdmetro UV-Vis, em que foi observado
um pico na faixa de 400 - 480 nm, espectro de absor¢do das AgNPs, tal pico ndo pode ser

observado em caso de auséncia das nanoparticulas (AL-ASBAHI et al., 2024).

Figura 15: Coloracao observada para cada solucdo reacional de nanoparticulas de prata. A = Solugdo
reacional antes da sintese. B = Solugdo reacional a partir do cultivo PP. C = Solug¢ao reacional a partir

do cultivo PT. D = Solugdo reacional a partir do cultivo BT. E = Solu¢ao reacional a partir do cultivo

BM.

Os resultados positivos, que puderam ser confirmados pela andlise de UV-Vis, foram
obtidos apenas para os cultivos simples, PP, PT, BT e BM (figura 16), indicando que a
interagdo das bactérias no co-cultivo, pode ter limitado a capacidade das bactérias para a
redugdo da prata, e dessa forma, limitou a sintese das nanoparticulas. Resultados diferentes
dos encontrados na literatura, em que o co-cultivo, também chamado de consorcio de

bactérias, levou a um melhor rendimento na sintese de nanoparticulas em comparacdo com os

cultivos simples (AL-ASBAHI et al., 2024).
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Os picos da banda de absor¢do do plasmon para os cultivos testados se deu em 412,
431 e 450 nm, confirmando a presenca de nanoparticulas, estando em consonancia com outros
trabalhos em que foi estudada a biossintese de nanoparticulas de prata, com picos em 430 nm
(PANDIAN et al., 2021), entre 410-430 nm (AL-ASBAHI et al., 2024), entre 415-425 nm

(TREGUBOVA et al., 2022) e entre 410 e 450 nm para espécies de Bacillus e Paenibacillus
(ABD EL-RAHEEM et al., 2022).
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Figura 16: Graficos obtidos através da analise por espectrofotometria (UV-Vis) operando entre 200 e
800 nm, demonstrando o pico entre 412 - 450 nm, indicando a presenca de nanoparticulas de prata
para os diferentes cultivos utilizados para a biossintese. A = Solug@o reacional a partir do cultivo PP. B

= Solugdo reacional a partir do cultivo PT. C = Solucao reacional a partir do cultivo BT. D = Solugéo

reacional a partir do cultivo BM.

Podemos observar que a intensidade dos picos obtidos foi diferente para cada solugdo
reacional utilizada, indicando diferentes concentracdes de nanoparticulas presentes no meio.
Esses resultados foram confirmados pela Andlise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA),

utilizada como uma das formas de caracterizar as nanoparticulas sintetizadas. Com o NTA,
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obtivemos uma estimativa do tamanho e da concentracdo de particulas por mL de cada

solugdo reacional, dados que podem ser observados na tabela 5.

Tabela 5. Tamanho (nm) e concentragdo (particulas/mL) de nanoparticulas presentes em cada

solugdo reacional. Para a praticidade de identifica¢do, cada solugdo reacional foi identificada com o
nome do cultivo utilizado para a biossintese.

AgNP Tamanho (nm) Concentracio (particulas/ mL)
PP 176.1 + 19.7 1.19x10" + 4.68x10°
PT 257.0 £35.2 5.56x10"" £1.91x10*°
BT 147.6 £28.3 9.06x10" + 7.09x10°
BM 1247 £ 12.4 3.96x10" +£4.39x10"°

Podemos observar que os cultivos que apresentaram maior rendimento na sintese de
nanoparticulas de prata foram PP e BM. Quanto ao tamanho, todas as nanoparticulas testadas
foram maiores que 100 nm, estando entre 124 ¢ 257 nm (figura 17), porém foram observados
aglomerados de nanoparticulas durante a realizagdo do NTA, portanto para a confirmagdo do

resultado foi realizado o DLS (tabela 6).
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Figura 17: Graficos obtidos a partir da Analise de Rastreamento de Nanoparticulas, em que podemos
observar o tamanho das particulas (nm) e sua concentragdo para cada tamanho encontrado. A =
Nanoparticulas sintetizadas a partir do cultivo PP. B = Nanoparticulas sintetizadas a partir do cultivo
PT. C = Nanoparticulas sintetizadas a partir do cultivo BT. D = Nanoparticulas sintetizadas a partir do

cultivo BM.

Tabela 6. Tamanho (nm), PDI e potencial Zeta (mV) das nanoparticulas em meio liquido. Para
a praticidade de identificagdo, cada solucdo reacional foi identificada com o nome do cultivo utilizado
para a biossintese.

AgNP Tamanho (nm) PDI Zeta (mV)
PP 342.7 + 47.17 0.673 £+ 0.063 -32.74 £ 1,077
PT 566.5 + 64.27 0.584 + 0.022 -30.08 + 1,129
BT 140.9 £+ 68.76 0.440 £ 0.0423 -16.46 + 0.678
BM 210.8 + 16.64 0.391+ 0.048 -21.13 £ 1,62

As amostras de nanoparticulas de prata BT e BM foram diluidas em 1000x. As
amostras PP e PT ndo apresentaram resultados confidveis na mesma dilui¢do portanto foram
diluidas 100x vezes, esse pode ser um dos motivos para a diferenga do tamanho das particulas
observados anteriormente pelo NTA, porém também podem ter relacdo com a estabilidade das
nanoparticulas, e sua tendéncia a formar aglomerados. O tamanho mais préximo nos dois

testes foi o obtido para a amostra BT, em que o valor foi proximo de 140 nm.

Em outros trabalhos listados na literatura em que nanoparticulas de prata foram
biossintetizadas por bactérias do género Bacillus e Paenibacillus com um pico em UV-Vis
entre 410-430 nm, apresentou tamanhos de particulas entre 4.65—-11.3 nm (AL-ASBAHI et
al., 2024), com resultados de UV-Vis entre 410 e 450, apresentaram tamanhos entre 3.01-
16.47nm (ABD EL-RAHEEM et al., 2022), UV-Vis entre 415425 nm, com tamanho de
particulas de 15nm, com extremos de 10 e 40 nm (TREGUBOVA et al., 2022), e por fim
UV-Vis de 416 nm e tamanho de particulas entre 17.49 e 52.85 nm (SREENIVASA et al.,
2021).

Diante desses resultados, esperava-se um tamanho menor de nanoparticulas, visto que
os picos obtidos no teste de UV-Vis no presente trabalho estdo dentro dos valores observados
nos outros trabalhos. Os indices de polidispersdao (PDI) obtidos para todas as amostras,
indicam uma distribuicdo polidispersa com uma dispersdo moderada, ou seja, existem

diferentes tamanhos de particulas presentes no meio (GEVORGYAN et al., 2022). Tal
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resultado pode indicar a presenca de aglomerados, de algum outro fator que esteja interferindo
na determinacdo do tamanho real das particulas, ou que a biossintese levou a diferentes
tamanhos de particula, para cada uma das amostras testadas.

No trabalho de Tregubova et al. (2022), em que nanoparticulas de prata foram
biossintetizadas com exopolissacarideos de Paenibacillus polymyxa, houve a formacao
caracteristica de aglomerados de particulas.

O potencial Zeta indica a carga das particulas, e todas as particulas sintetizadas no
presente trabalho apresentam cargas negativas, com valores entre -16 e -32 mV. NPs com
valores de potencial zeta menores que +25 mV e maiores que -25 mV tendem a formar
agregados mediados pelas interagdes interparticulas, e um grande valor de potencial zeta
positivo e um grande valor de potencial zeta negativo indicam alta estabilidade das particulas
condicionadas por forcas repulsivas substanciais que também impedem a agregacdo
(GEVORGYAN et al., 2022).

Este potencial ndo pode ser observado no presente trabalho, indicando uma
estabilidade baixa e/ou moderada das nanoparticulas, assim como observado no estudo de
Lima et al. (2025), que obteve valores de potencial Zeta de —38.1 mV e —34.9 mV, ao fazer a
sintese verde ne nanoparticulas de prata a partir do extrato das folhas de Paullinia cupana
Kunth.

Entretanto, o estudo de Carvalho (2020) demonstrou tamanhos médios 262 nm e 372
nm para nanoparticulas de ouro sintetizadas pelas mesmas cepas de Paenibacillus polymyxa e
Paenibacillus terrae, respectivamente, estando mais proximo dos valores obtidos para a

biossintese realizada pelas mesmas bactérias no presente trabalho.

Posteriormente a caracterizacdao, a partir da concentragdo inicial das nanoparticulas
obtidas pelo NTA, foi feito o teste de microdiluicdo (figura 19) para obter a CIM de cada
nanoparticula. Na figura 18, apresentamos os graficos referentes as diluigdes em que foi
observada a inibicdo antimicrobiana com significancia estatistica, com base nessas dilui¢des
foi possivel determinar as concentracdes inibitdrias minimas, os dados obtidos estao listados

na tabela 7.
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Figura 18: Graficos da porcentagem de inibi¢do do crescimento microbiano de cada nanoparticula
testada (PP, PT, BT ¢ BM) contra as bactérias E.coli, S.aureus ¢ C.albicans, em diferentes dilui¢des

com relacdo aos controles. CE = controle de esterilidade. CC = controle de crescimento.

Tabela 7. Concentragéo Inibitoria Minima e porcentagem de inibi¢do das AgNPs.

AgNP CIM (particulas/ Inibicio (%) CBM (particulas/ Microrganismo
mL) mL)

PP 1,19x10" 82.532 5,95x10"° E.coli
PP 5,95%10" 83.900 5,95%10"° S.aureus
PP 5,95x10° 86.916 - C.albicans
PT 2,78x10"° 86.319 - E.coli
PT 2.78%10" 84.778 - S.aureus
PT 2.78x10" 87.968 - C.albicans
BT 2.27x10" 82.793 1.13x10" E.coli
BT 1.13x10" 79.284 1.13x10" S.aureus
BT 1.13x10" 83.147 2.27x10" C.albicans
BM 1,98x10" 81.350 9.9x10'° E.coli
BM 9.9x10" 75.762 - S.aureus
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BM 4.95%10" 83.657 9.9x10' C.albicans

Com base nas CIM e CBM obtidas para cada nanoparticula podemos observar que as
nanoparticulas sintetizadas a partir do cultivo BT, apresentaram uma menor concentragao
inibitoria e bactericida contra os trés microrganismos testados, em compara¢ao com as outras
nanoparticulas, apesar de ndo ser o cultivo com melhor rendimento de sintese. Que pode ter
relacdo com o tamanho das particulas, sendo que particulas menores tém uma tendéncia a ter
uma melhor atividade antimicrobiana devido a sua maior area de superficie externa

(AL-ASBAHI et al., 2024).

Figura 19: Resultado da concentragdo minima inibitoria, ap6s a adigdo de resazurina, para as solugdes
reacionais a partir dos cultivos PP, PT, BT ¢ BM em triplicata, contra as bactérias E.coli, S.aureus ¢
C.albicans. Em azul podemos observar os pocos em que houve a inibi¢do microbiana. CE = controle

de esterilidade. CC = controle de crescimento microbiano. C = AgNO;.

3.4 Analise do estimulo das nanoparticulas nos cultivos simples e co-cultivos

Essa analise buscou verificar se pequenas concentracdes de nanoparticulas podem
estimular a atividade antimicrobiana dos cultivos. Para isso um teste de atividade
antimicrobiana pelo método de difusdo em &gar foi realizado com os co-cultivos, com
atividade estatisticamente significativa dos testes anteriores (C2, C3, C6 e C7), e um cultivo
simples (PP), em adicdo a pequenas concentragdes da nanoparticula (BT) com menor MIC

encontrado anteriormente, contra os trés microrganismos testados.
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Neste teste, foi possivel observar que somente o cultivo PP apresentou uma diferenca
estatisticamente significativa (p < 0,05) na adicdo de 8,236 x 10° particulas/mL, em
comparagdo com o controle que ndo continha nanoparticulas no meio contra os trés
microrganismos FE.coli, S.aureus e C.albicans (figura 20). Apresentando halos de inibi¢dao
para o controle de 11,67 mm, 13 mm e 12,33 mm, contra E.coli, S.aureus e C.albicans,
respectivamente, enquanto na adi¢cdo de nanoparticulas 15 mm, 15,33 mm e 14,33 mm,

também contra E.coli, S.aureus ¢ C.albicans, respectivamente.
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Figura 20: Graficos da variacdo do diametro de halo para cada concentragdo de nanoparticulas testada
em adigdo aos cultivos PP, C2, C3, C6 e C7, contra os microrganismos E.coli, S.aureus e C.albicans.

C= controle de cada cultivo sem adi¢do de nanoparticulas.

Em uma comparacao mais detalhada entre os cultivos, vemos que nos testes contra a

bactéria E.coli, o cultivo PP na adigdo de 8,236 x 10° particulas/mL obteve halos de inibigao

maiores que os cultivos C3 e C7.

Ja contra a bactéria S.aureus, o halo de inibi¢ao (20 mm) observado no controle de C2,
se destaca com relagdo aos outros cultivos, incluindo o cultivo PP, porém, para os cultivos
com adi¢@o de nanoparticulas, o cultivo PP na adi¢@o nas concentragdes 8,236 x 10°%; 1,647 x
10° ; 8,236 x 10" ¢ 1,647 x 10" particulas/mL, se mostrou melhor que os cultivos C3 e C6, na
concentragdo 8,236 x 10° particulas/mL, foi superior também aos resultados observados para
o cultivo C7, levando em conta que as outras concentragdes ndo puderam ser avaliadas para o
cultivo C7, que ndo apresentou halos de inibi¢do, enquanto para o cultivo C2, ndo houve

diferenca estatisticamente significativa.

Por fim, contra o fungo leveduriforme C.albicans, o cultivo PP na adi¢do nas

concentragdes 8,236 x 10° ¢ 1,647 x 107, apresentou melhores resultados em comparagdo com

os cultivos C2, C3, C6 e C7.
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Tais resultados podem ser melhor observados na figura 21. Na figura 22, podemos

observar os halos de inibi¢ao obtidos no teste para cada cultivo testado.
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Figura 21: Graficos da variacdo do diametro de halo para cada um dos cultivos testados PP, C2, C3,
C6 e C7, em adigdo das concentracdes 8,236 x 10%; 1,647 x 10° ; 8,236 x 107, 1,647 x 107 ¢ 8,236 x

10° particulas/mL de nanoparticulas, testados contra os microrganismos E.coli, S.aureus e C.albicans.

C= controle de cada cultivo sem adigdo de nanoparticulas.
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Figura 22: Halos de inibi¢ao indicando atividade antimicrobiana dos cultivos PP, C2, C3, C6 ¢ C7 em
adi¢do das concentragdes 8,236 x 10° (10); 1,647 x 10° (50) ; 8,236 x 107 (100), 1,647 x 107 (500) e
8,236 x 10° (1000) particulas/mL de nanoparticulas, ¢ o controle sem a adi¢do de nanoparticulas,
testados contra os microrganismos E.coli, S.aureus e C.albicans. Os valores 10, 50, 100, 500 e 1000,
presentes nas placas simbolizam as diluigdes realizadas para obter as concentragdes testadas. A =
Cultivo PP testado contra E.coli. B = Cultivo PP testado contra S.aureus. C = Cultivo PP testado
contra C.albicans. D = Cultivo C2 testado contra E.coli. E = Cultivo C2 testado contra S.aureus. F =
Cultivo C2 testado contra C.albicans. G = Cultivo C3 testado contra E.coli. H = Cultivo C3 testado
contra S.aureus. 1 = Cultivo C3 testado contra C.albicans. J = Cultivo C6 testado contra E.coli. K =
Cultivo C6 testado contra S.aureus. L = Cultivo C6 testado contra C.albicans. M = Cultivo C7 testado

contra E.coli. N = Cultivo C7 testado contra S.aureus. O = Cultivo C7 testado contra C.albicans.

Diante dos resultados obtidos, podemos observar que apenas a maior concentracao de
nanoparticulas testadas, apresentou um aumento na atividade antimicrobiana ao ser
adicionado em um dos cultivos testados, levantando a possibilidade de que resultados

melhores possam ser atingidos ao testar maiores concentragoes.

Resultados semelhantes foram observados no trabalho de Al-Theyab et al. (2023), em
que foi estudado o efeito da interven¢do de vérias concentragdes de nanoparticulas de ouro
(AuNPs) no cultivo de isolados bacterianos e o efeito dessa intervencdo na biossintese de
metabodlitos secundarios, € a intensidade da biossintese de dois metabolitos secundarios
monitorados, aumentou conforme o aumento da concentragcio de AuNPs testadas

(AL-THEYAB et al., 2023).

Recente trabalho de Oliveira et al., (2025), demonstrou que a combinagdo de
nanofibras, P polymyxa e nanoparticulas de prata aumentaram a atividade antimicrobiana.
Outro estudo, apresentou a intervengdo de nanoparticulas na produgdo de metabolitos
secundarios, em que foi demonstrado que pequenas concentragdes de nanoparticulas de cobre
aumentou a producdo de actinorhodin (ACT), antibidtico produzido por Streptomyces

coelicolor, e a presencga de altas concentragdes, inibem esse processo (LIU et al., 2019).

3.5 Analise dos efeitos dos caldos fermentados e nanoparticulas de prata em linhagem

celular humana (in vitro)

O metabolismo celular em porcentagem apresentou uma redugao significativa quando

as células foram expostas por 24 horas a todos os co-cultivos, mas com diferenga significativa
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em PP, C2, C3, C6, PT(N), BT(N) e PP com adic¢dao de 8,236 x 10° particulas/mL. Esses
resultados sugerem fortemente uma citotoxicidade associada a esses tratamentos,
evidenciando que a presenca dos co-cultivos compromete a capacidade das células de manter

o funcionamento metabdlico ideal.

MTT
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Figura 23: Ensaios de citotoxicidade em fibroblastos. Metabolismo celular (%) pelo ensaio com MTT.
Células HDFn apds 24 horas de exposigdo aos cultivos, co-cultivos € nanoparticulas PP, C2, C3, C6,
C7, PP(N), PT(N), BT(N), BM(N) ¢ PP(10) e suas diluigdes. (*) vs C-; * p <0,05; ** p<0,01; *** p
<0,001; **** p <0,0001.

Em estudo de Neris et al. (2017), em que o extrato liofilizado total (ELT) de
Paenibacillus polymyxa foi testado quanto a sua citotoxicidade em fibroblastos (BALB/3T3),
a concentragdio de 1 mg/mL (1000 pg/mL™") afetou significativamente a cinética de
crescimento em todos os periodos testados, sendo que apos 24h o extrato induziu apoptose e

necrose, também foi observado que essa citotoxicidade acontecia de forma dependente da

dose (NERIS et al., 2017).

J& as nanoparticulas de prata também demonstraram citotoxicidade dependendo da
dose e tempo de exposicdo, ndo sendo citotoxicas em concentragdes abaixo de 10 pg/mL,

durante a exposicdo de curto prazo em células de fibroblasto (CORREA et al., 2015).

No presente estudo, a menor concentracdo testada com relagdo aos cultivos,
equivalente a menor concentragdo inibitoria encontrada anteriormente (1500 pg/mL™),
apresentou citotoxicidade quando exposta a células de fibroblasto por 24h, estando em
concordancia com o trabalho apresentado anteriormente, em que mesmo na concentragdo de

1000 pg/mL™, o extrato da bactéria Paenibacillus polymyxa, induziu necrose ¢ apoptose. O
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mesmo pode ser observado para as nanoparticulas testadas. Porém, a citotoxicidade ¢
dependente da concentragdo e tempo de exposicao, de tal forma, uma otimizagao do processo,

pode vir a reduzir essa citotoxicidade.

4. Conclusao

De acordo com os resultados obtidos, podemos concluir que os co-cultivos de
Paenibacillus polymyxa com Bacillus thuringiensis (C2), Paenibacillus polymyxa com
Bacillus megaterium (C3), Paenibacillus polymyxa, Paenibacillus terrae e Bacillus
thuringiensis (C6), Paenibacillus polymyxa, Paenibacillus terrae e Bacillus megaterium (C7)
apresentaram atividade antimicrobiana significativa em menores concentragdes em
comparagcdo com o0s cultivos simples. Os co-cultivos nao foram capazes de sintetizar
nanoparticulas de prata, enquanto os cultivos simples apresentaram essa capacidade, sendo
que todas as nanoparticulas produzidas apresentaram atividade antimicrobiana contra os trés
microrganismos testados. J4 a adicdo de pequenas quantidades de nanoparticulas como
estimulantes abidticos no processo de fermentacdo, apresentou um aumento significativo na
atividade antimicrobiana do cultivo simples de Paenibacillus polymyxa. Apesar dos
resultados significativos acerca da atividade antimicrobiana, os cultivos testados apresentaram
atividade citotoxica quando em contato com células de fibroblasto humanas, indicando a
necessidade de otimizagdo dos processos na tentativa de reduzir essa citotoxicidade para

possiveis usos clinicos e farmacoldgicos.
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