Y

=
\ "7 )
UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
INSTITUTO DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

JULIANA ALMERINO SILVA

Investigacao de diferentes condig¢Ges de cultivo de Beauveria bassiana para
micossintese de nanoparticulas de prata

Maceio — AL,
2019



JULIANA ALMERINO SILVA

Investigacdo de diferentes condigOes de cultivo de Beauveria bassiana para
micossintese de nanoparticulas de prata

Macei6 —
2019

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal de
Alagoas, como requisito para obtengdo de
titulo de Mestre  em Ciéncias
Farmacéuticas.

Orientadora: Profd, Dr2 Camila Braga
Dornelas

Coorientador: Prof°. Dr. Valter Alvino

AL,



Catalogacao na fonte
Universidade Federal de Alagoas
Biblioteca Central

Divisdo de Tratamento Técnico
Bibliotecario: Marcelino de Carvalho Freitas Meto — CRB-4 — 1767

5586

Silva, Juliana Almerino.

Investigacio de diferentes condigoes de cultive de Beawveria bassiana para
microssintese de nanoparticulas de prata / Juliana Almernno Silva. — 2019,
581 il

Onentadora: Camila Braga Domelas.
Co-ornentador: Valter Alvino.

Dissertagio (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Universidade Federal de
Alagoas. Instituto de Ciéncias Farmacéuticas. Maceio, 2019,

Bibliografias: f 52-58.

|. Nanoparticulas metalicas. 2. Biossintese. 3. Beauveria. 4. Metabolitos. L.
Titulo.

CDU: 615282




av)
B

UNIVERSIDADE}"EDERAL DE ALAGOAS —
INSTITUTO DE CIENCIAS FAR}HACEU"CAS -
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS U

—

Ata de Exame de Dissertacao

Aos dezessete dias més de outubro de 2019, as treze horas € trinta minutos, reuniu-se na sala 206
do PPGCF, a banca examinadora composta pelas docentes doutoras, Camila Braga Domnelas, Lara
Mendes de Aimeida e Fabiane Caxico de Abreu Galdino, pelos docentes doutores Valter Alvino da
Silva e Ticiano Gomes do Nascimento, para o exame de defesa da dissertagdo intitulada:
“Investigacdo de diferentes condigdes de cultivo de Beauveria bassiana para micossintese de
nanoparticulas de prata”, elaborada pela mestranda Juliana Almerino Silva, regularmente
matriculada no Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas, Nivel Mestrado, sob a
orientagdo da Profa. Dra. Camila Braga Dornelas, que presidiu os trabalhos. Apds apresentagao por
35 minutos, a mestranda foi arguida pela banca. Em seguida, reunidos em sessdo secreta as
\G S horas, os/as examinadores(as) consideram a cﬁssenaﬁo/l() APROVADA OU ( ) APROVADA
COM RESTRIGAO, emitindo o seguinte parecer._2 \&MO«\. an (AN conm ~njea e
Canecan  da Fheonton . 5 ‘ ;

Nada mais havendo a tratar, a sessdo foi encerrada as m\oras e eu, Daniel de Brito Ricarte,
Secretario do PPGCF, Mestrado, lavrei a presente ata que segue assinada pela Banca Examinadora e
pela Mestranda.

Macei6, 21 de outubro de 2019

Presidente (Orientadora): Profa. Dga. Camila Braga Dornelas
X 'LQQ ?{i\ \[?:2\ \}CJ\’

Co-o%mr; Prof. Dr, Valter Alvino da Silva
| ")
U\

Examinador Interno: Prof. Dr. Tigiano Gomes'do Nascimento
~Taoimo_Gonnio syo No»umod&),

Examinadora Interna: Profa. Dra. Lara Mendes de Almeida
'lbw. Meday d Ay del

Examinadora Externa: Profa. Dra. Fabiane Caxico de Abreu Galdino
Floomnt (s A Al (S~

Mestranda: Juliana Almerino Silva =
wlione Abmoninge Sl




AGRADECIMENTOS

A Deus, pois a ele ofereco toda honra e gloria. Obrigada Senhor, por me abencoar,
iluminar e guiar.

Aos meus pais Nivea e Givonildo, por todo carinho, amor e cuidado. A minha irma
Giordania e minha sobrinha Melissa, a toda a minha familia, em especial as minhas tias
(Erodir, lvanilda e Marinise), por suas oragoes.

A todos os meus amigos de graduacdo, especialmente as minhas amigas Daniele
Costa, Naiany Mergulh&o, Maria Prudente e Rafaela Rodrigues por todo apoio oferecido. A
todos os professores que compartilharam seus conhecimentos.

Aos colegas do laboratério TecNano pelos momentos de aprendizado e alegria
compartilhados, em especial a Valcilaine.

Aos meus colegas do laboratorio de pesquisas e tratamento de feridas por todo apoio
e companheirismo, em especial ao Rodrigo, Uriel e Jorge.

A minha orientadora Profé. Drd Camila Braga Dornelas e coorientador Prof.
Dr.Valter Alvino por aceitarem me orientar e estarem sempre presentes durante toda a
execucao do trabalho.

Ao Prof. Dr. Ticiano Gomes do Nascimento do laboratorio de analises farmacéuticas
e alimenticias pelo o0 apoio no processo de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Ao Prof. Dr. Luciano Aparecido Meireles Grillo do laboratério de Biologia e Fisiologia
de Insetos por disponibilizar o aparelho para a realizagdo da técnica de espectrofotometria por UV-
Vis.

A Prof®. Dr®. Maria Lysete de Assis Bastos pela gentileza de ceder espaco no
laboratdrio de pesquisas e tratamento de feridas.

Aos membros da banca examinadora Prof®, Dr®. Fabiane Caxico de Abreu Galdino,
Profé. Dr2 Lara Mendes de Almeida e o Prof. Dr. Ticiano Gomes do Nascimento, que se
propuseram a contribuir com este trabalho.

Ao Programa de Pds-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas do ICF pela oportunidade.

Ao secretdrio do programa PPGCF, Daniel Ricarte por sempre se dispor a ajudar no

andamento do mestrado.
Aos meus amigos distantes, porém nao esquecidos, Cristiane, Lucas e Odete.

A todos que contribuiram com o0 meu crescimento pessoal e académico.



“Talvez nédo tenha conseguido fazer o melhor, mas lutei para que o melhor fosse feito. Nao
sou o que deveria ser, mas Gragas a Deus, ndo sou o que era antes. ”

Marthin Luther King



RESUMO

A investigacdo de nanoparticulas metalicas (NPMs) vem crescendo amplamente em areas de
contato direto com os seres humanos. No entanto, ainda séo poucas as informagdes sobre sua
biocompatibilidade e toxicidade. Desta forma, h4 uma busca por métodos de sintese menos
toxicos, sem uso de solventes e producdo de residuos quimicos como a sintese bioldgica que
utiliza materiais biolégicos como o fungo na obtencdo de nanoparticulas de prata (NPSAQ),
sendo esse método chamado de micossintese. A depender das condigdes de cultivo, diferentes
metabdlitos podem ser produzidos pelos fungos e, assim, interferir de diferentes maneiras na
formacdo das nanoparticulas. Nesse contexto, o presente trabalho objetivou submeter o fungo
Beauveria bassiana a diferentes condi¢des de cultivo com a finalidade de obter diferentes
metabolitos para verificar os efeitos destes na micossintese de NPsAg. Para isso foram
avaliadas as variaveis luminosidade, agitacao, pH e nutrientes. As condi¢cdes com os melhores
potenciais para reducdo foram selecionadas através do potencial de oxirreducdo (ORP). Para
detectar os metabolitos produzidos, os filtrados miceliais das condi¢des selecionadas foram
submetidos a andlise em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Logo ap0és, 0s
filtrados celulares obtidos diretamente dos cultivos (Filtrado 1) e filtrados dos micélios
(Filtrado 2) foram utilizados para realizacdo da micossintese, sendo testadas em pH natural e
pH 9,5, obtendo-se 40 formas de sintetizar NPsAg. Em seguida, realizou-se caracterizacao da
suspensdo coloidal por espectrofotometria Ultra-Violeta na regido do visivel (UV-Vis) e
espalhamento de luz dindmico (DLS). Como resultados, foram selecionadas 10 condigdes
com os melhores potenciais para reducdo. Referindo-se a identificacdo foram detectados 19
picos, que juntamente com os resultados do comportamento dos cultivos indicam a presenca
de metabdlitos como aminoacidos, &cidos graxos e bases organias como as aminas biogénicas.
Tratando-se da micossintese, foram identificadas 17 condicdes de micossintese que
promoveram a formacdo de NPsAg. Com relacdo a caracterizagcdo da suspensdo coloidal,
observou-se a banda que representa a SPR da prata que ocorreu entre 350 — 485 nm. A partir
do DLS foram constatados tamanhos médios entre 32 — 452 nm, com indices de
polidispersividades (PDI) entre 0,316 — 0,830. Desta forma, as melhores condi¢c6es de sintese
foram NP10 (F2 em pH= 9,5, indice de polidispersdo (PDI) = 0,461 e potencial Zeta= - 31
mV) e NP18 (F2 em pH natural, PDI= 0,397 e potencial Zeta= - 28 mV). Assim, concluimos
que a B. bassiana foi capaz de produzir diferentes substancias frente as condi¢des de cultivo
selecionadas as quais possibilitaram a micossintese de NPsAg, sendo consideradas as
melhores condicdes de sintese NP10 e NPI8. Como perspectivas espera-se realizar a
caracterizacdo do material solido através de Espectroscopia de Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR), Difracdo de Raios X (DRX) e Microscopia Eletronica de
Transmissdo (MET) para comparar com a literatura e demonstrar vantagens e desvantagens
das condigdes selecionadas, e avaliar atividade antimicrobiana de NPsAg obtidas a partir das
melhores condicGes de sintese selecionadas.

Palavras-chave: Nanoparticulas de prata. Sintese biol6gica. Beauveria bassiana. Metabolitos

secundarios.



ABSTRACT

The investigation of metallic nanoparticles (MNPs) has been growing widely in areas of direct
contact with humans. However, there is still little information about its biocompatibility and
toxicity. Thus, there is a search for less toxic synthesis methods, without the use of solvents
and production of chemical residues such as biological synthesis that uses biological materials
such as the fungus to obtain silver nanoparticles (AgNPs), this method being called
mycosynthesis. Depending on the culture conditions, different metabolites can be produced by
the fungi and, thus, interfere in different ways in the formation of nanoparticles. In this
context, the present work aimed to subject the fungus Beauveria bassiana to different
cultivation conditions in order to obtain different metabolites to verify their effects on the
AgNPs mycosynthesis. For this, the variables luminosity, agitation, pH and nutrients were
evaluated. The conditions with the best potential for reduction were selected through the
redox potential (ORP). In order to detect the produced metabolites, the mycelial filtrates of
the selected conditions were submitted to analysis in high performance liquid chromatography
(HPLC). Soon after, the cell filtrates obtained directly from the cultures (Filtrate 1) and
mycelium filtrates (Filtrate 2) were used to perform mycosynthesis, being tested at natural pH
and pH 9.5, obtaining 40 ways to synthesize AgNPs. Then, the colloidal suspension was
characterized by Ultra-Violet spectrophotometry in the visible region (UV-Vis) and dynamic
light scattering (DLS). As a result, 10 conditions were selected with the best potential for
reduction. Referring to the identification, 19 peaks were detected, which together with the
results of the cultivation behavior indicate the presence of metabolites such as amino acids,
fatty acids and organic bases such as biogenic amines. In the case of mycosynthesis, 17
conditions of mycosynthesis were identified that promoted the formation of AgNPs.
Regarding the characterization of the colloidal suspension, it was observed the band that
represents the SPR of the silver that occurred between 350 - 485 nm. From the DLS, mean
sizes between 32 - 452 nm were found, with polydispersity indices (PDI) between 0.316 -
0.830. Thus, the best synthesis conditions were NP10 (F2 at pH = 9.5, polydispersion index
(PDI) = 0.461 and Zeta potential = - 31 mV) and NP18 (F2 at natural pH, PDI = 0.397 and
Zeta potential = - 28 mV). Thus, we conclude that B. bassiana was able to produce different
substances in relation to the selected culture conditions which enabled the mycosynthesis of
AgNPs, being considered the best synthesis conditions NP10 and NP18. As perspectives it is
expected to perform the characterization of the solid material through Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FTIR), X-Ray Diffraction (XRD) and Transmission Electron
Microscopy (TEM) to compare with the literature and demonstrate advantages and
disadvantages of selected conditions, and evaluate antimicrobial activity of AgNPs obtained
from the best selected synthetic conditions.

Key words: Silver nanoparticles. Biological synthesis. Beauveria bassiana. Secondary

metabolites
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, 0 estudo sobre nanoparticulas metalicas (NPMs), especialmente 0s
metais nobres ouro e prata, ganharam muita atencdo dos pesquisadores em areas de contato
direto com os seres humanos, na medicina, em alimentos, no meio ambiente, vestimentas,
produtos de higiene pessoal e cosméticos (SINHA et al., 2009). O interesse por nanoparticulas
de ouro e prata é devido as suas propriedades, éticas, elétricas, cataliticas, magnéticas e por
sua destacada atividade antimicrobiana (GORUP, 2010).

A prata € um mineral extraido da natureza, reconhecida ha muito tempo como um
agente antimicrobiano eficaz que apresenta baixa toxicidade em humanos e possui diversas
aplicacdes in vitro e in vivo. Porém na forma de nanoparticulas apresenta uma area de
superficie de contato maior, e assim, suas propriedades biologicas podem ser aumentadas
proporcionalmente (DIPANKAR; MURUGAN, 2012).

As nanoparticulas de prata (NPsAg) podem ser obtidas através de rotas sintéticas de
preparacdo classificadas em quimicas, fisicas, fotoquimicas e biologicas. O método bioldgico
consiste na utilizacdo de organismos procarioticos, eucariéticos ou partes deles contendo
moléculas capazes de reduzir ions metélicos a nanoparticulas em apenas uma etapa (SINHA
et al., 2009). A sintese bioldgica tende a produzir nanoparticulas sem a utilizacdo de solventes
toxicos, geracdo de residuos quimicos, diminuindo com isso 0s riscos & saude e ao meio
ambiente (ROCHA, 2010). O custo de producdo é geralmente baixo e pode-se obter um alto
rendimento do produto de interesse.

Diante disso, sistemas bioldgicos, microrganismos como fungos e bactérias, sdo
potencialmente Gteis na preparacdo de nanoparticulas metalicas sob temperatura e pressdo
normais (SINHA et al., 2009). A abordagem da sintese bioldgica mediada por fungos ou
micossintese para a fabricacdo de nanoparticulas tem muitas vantagens, como, metodo de
escala simples, viabilidade econdmica, facil processamento e manuseio de biomassa
(SASTRY et al., 2003). Além disso, a obtencdo de metabdlitos flngicos é mais vantajosa em
relacdo a outras fontes, pois esses microrganismos podem ser cultivados em larga escala sem
haver danos ao ecossistema (TAKAHASHI; LUCAS, 2008).

A producéo de nanoparticulas através da micossintese pode ser reforcada ou otimizada
por diferentes condi¢cbes de cultivos de fungos. A espécie Beauveria bassiana é um fungo
entomopatogénico e endofitico, largamente utilizado no controle biolégico de importantes
pragas da agricultura e de insetos vetores de doencgas animais e humanas, possuindo ampla

variedade de metabdlitos secundarios (WANG; XU, 2012). Além do interesse como agente
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bioldgico para controle de pragas, € conhecido que algumas linhagens de B. bassiana podem
catalisar reac6es de hidroxilacao, oxidacédo e reducdo (ANDRIOLI, 2012).

Estudos anteriores realizados por Prabakaran et al. (2016), Banu; Balasubramanian
(2014) e Joseph et al. (2012), onde nanoparticulas de prata foram micossintetizadas pelo
fungo entomopatogénico B. bassiana, demonstraram que esse fungo pode ser usado como um
agente redutor para a sintese de NPsAg. No entanto, ndo hd um estudo que correlacione o
efeito de variaces nas condi¢des de cultivo desse fungo sobre sua producdo de metabolitos e
consequentemente as caracteristicas das nanoparticulas formadas.

Nesse sentido, o presente trabalho buscou, através da investigacdo de diferentes
condigdes de cultivo de B. bassiana, obter diferentes metabdlitos e observar os efeitos destes
na micossintese de nanoparticulas de prata. Portanto, a proposta do trabalho é justificada pela
capacidade de B. bassiana em produzir diferentes metabolitos com potencial redutor, quando
exposto a variadas condi¢des de cultivo (RAO et al., 2006; VAHABI et al., 2011).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Nanomateriais

O estudo de nanomateriais teve inicio ha mais de cem anos. Dois importantes
precursores da nanociéncia foram Faraday, em 1857, desenvolveu alguns experimentos com
nanoparticulas de ouro (BLACKMAN, 2008) e Richard Feynman, ganhador do prémio Nobel
de Fisica em 1965, que propds a manipulagdo de atomos individuais para fornecer um novo
material com propriedades novas, prevendo o potencial tecnolégico das nanoestruturas (ROZ
et. al., 2015). Nos ultimos anos o interesse por essa area esta progredindo, isso devido a sua
importancia tecnologica.

Em 2011 a Comissdo Europeia emitiu uma recomendacéo, onde definiu nanomaterial
como um material natural, incidental ou produzido, que apresenta nanoparticulas num estado
desagregado ou na forma de um agregado ou de um aglomerado, e em cuja distribuicdo o
numero-tamanho 50% ou mais das particulas ttm uma ou mais dimensdes externas na faixa
de tamanho de 1 a 100 nm (LOURO et al., 2013).

De acordo com Petrii (2015) e Narendar; Gopalakrishnan (2010), a classificacéo de
materiais nanoestruturados estd sendo atualizada a medida que as novas classes de
nanoparticulas aparecem. Desta forma, os nanomateriais podem ser classificados de acordo
com a dimensionalidade:

e Zero-dimensional (0D): s&o materiais em que todas as trés dimensdes estdo em
nanoescala (por exemplo, pontos quéanticos, adatoms, arranjos heterogéneos de
nanoparticulas e nanofios esféricos);

e Unidimensional (1D): sdo materiais que possuem duas dimensdes fisicas na faixa
nanometrica, enquanto a terceira dimensdo pode ser como no nanotubo de carbono
(por exemplo, nanofios, nanobastdes, nanotubos e nanofitas);

e Bidimensional (2D): possuem uma dimensédo na faixa nanométrica e sdo utilizados no
processamento de 6xido de metal transistores de semicondutores (por exemplo, ilhotas
continuas, estruturas planas ramificadas, monocamadas automontadas, nanoplacas,

nanofolhas, nanowalls e nanodiscos).
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Figura 1 - Nanomateriais com diferentes morfologias: (A) NPs de Pd néo porosas (0D); (B)
Nanobastfes de Ag (1D); (C) Nanofolhas de grafeno (2D)

(A) oD
Fonte: Adaptado de Jeevanandam et al. (2018).

Segundo Jeevanandam et al., (2018), as nanoparticulas e os materiais nanoestruturados
(NSMs) também sdo organizados em quatro categorias baseadas no material utilizado:

e Nanomateriais a base de carbono: geralmente, esses nanomateriais (NMs) contém
carbono e sdo encontrados em morfologias como tubos ocos, elipsoides ou esferas. Os
fulerenos (C60), os nanotubos de carbono (CNTSs), as nanofibras de carbono e o
grafeno (Gr) estdo incluidos na categoria NMs baseada em carbono;

e Nanomateriais de compdsitos: 0s nanomateriais compostos sdo NPs e NSMs
multifasicos com uma fase na dimensdo nanoscépica que pode combinar NPs com
outras NPs ou NPs combinadas com materiais maiores ou com materiais a granel (por
exemplo, nanofibras hibridas) ou estruturas mais complicadas, como estruturas
metalorganicas. Os compositos podem ser quaisquer combinacdes de NMs a base de
carbono, a base de metal ou a base de organicos com qualquer forma de materiais a
granel de metal, cerdmica ou polimero;

e Nanomateriais de base organica: incluem NMs feitos principalmente de matéria
organica. A utilizacdo de interagfes ndo covalentes (fracas) para a automontagem e o
projeto de moléculas ajuda a transformar os NMs organicos em estruturas desejadas,
como dendrimeros, micelas, lipossomas e NPs poliméricas;

e Nanomateriais de base inorgénica: estes NMs incluem NPs de metal e éxido de
metal e materiais nanoestruturados. Estes NMs podem ser sintetizados em NPs com
metais tais como Au ou Ag, 6xidos metalicos tais como TiO; e ZnO, e semicondutores

tais como silicio e ceramica.

2.2 Nanoparticulas metalicas

As nanoparticulas metalicas séo utilizadas ha muito tempo na humanidade. A literatura

relata preparagdo de ouro soltvel (nanoparticulas de ouro) a partir dos séculos IV e V a.C., no



17

Egito e na China. Um dos exemplos desses sistemas nanoestruturados é a famosa Taca de
Lycurgus (Figura 2), que faz parte do acervo do British Museum (Londres), trabalhada pelos
romanos no seculo IV d.C. Essa taca € considerada a primeira descoberta arqueoldgica a
conter nanoparticulas (MOORES; GOETTMANN, 2006).

Figura 2 - A Taca de Lycurgus (ROMA)

Fonte: Albernaz, 2014.

A Taca de Lycurgus € composta de um tipo muito especial de vidro, conhecido como
vidro dicroico, que muda de cor conforme a luz incide sobre o material. A analise do vidro
revelou a presenca de uma pequena quantidade de uma fina camada de cristais metalicos de
prata (Ag) e ouro (Au) com uma relagdo molar de 14:1, que confere as suas propriedades
Opticas ndo usuais. A presenca destes nanocristais confere a Taca de Licurgo as cores verde e
vermelha (HORIKOSHI; SERPONE, 2013).

As nanoparticulas metalicas possuem propriedades fisicas e quimicas diferenciadas
como, por exemplo, maiores areas superficiais especificas, propriedades épticas especificas,
pontos de fusdo mais baixos, resisténcias mecanicas e magnetizacoes especificas. Um aspecto
interessante das nanoparticulas metélicas € o comportamento 6ptico observado em
decorréncia das alteracdes do tamanho e da forma das particulas (LOPES, 2017).

Nanoparticulas metélicas apresentam absor¢des intrinsecas em regides distintas do
espectro visivel, denominadas bandas plasmonicas, ressonancia de superficie plasmonica
(surface plasmon resonance — SPR) (LOPES, 2017). A banda de superficie plasménica (SPR)
é uma banda forte e ampla observada no espectro UV-Visivel para NPs metalicas maiores que
2 nm. Essa ressonancia € uma oscilagdo em conjunto dos elétrons de conducdo de superficie

que foram excitados por radiacdo eletromagnética de luz (SIGNORI et al., 2010).



18

Figura 3 — Esquema de oscilagdo de plasmom ressonante para particulas metalicas de dimensdes
nanométricas, mostrando o deslocamento da nuvem de carga de elétrons de conducdo em
relacdo aos nucleos

Esferas
Metalicas

Campo
Eletrico

Nuvem
de Eletrons

Fonte: Kelly et al. (2003) e Sonai (2008).

Todos os metais apresentam essa propriedade. No entanto, as séries Au-Ag-Cu exibem
SPR muito intensas que explicam em parte, ao lado da facilidade de sua sintese e sua
robustez, o sucesso das NPs de ouro e prata neste campo (MOORES; GOETTMANN, 2006).

2.2.1 Nanoparticulas de prata (NPsAQ)

A prata tem sido utilizada por milhares de anos como um metal precioso pelos
humanos em diferentes aplicacBes como joias, ferramentas, moedas, materiais fotogréaficos ou
explosivos. Nos séculos XVI1I e XVIII, o nitrato de prata foi utilizado no tratamento de Ulcera
e sua atividade antimicrobiana foi estabelecida no século XIX, sendo especialmente
empregado no tratamento de queimaduras. No entanto, apds a descoberta dos antibioticos em
1940, o uso dos sais de prata diminuiu (OLIVEIRA, 2014).

Todavia, as bactérias se tornam cada vez mais resistentes aos antibiéticos disponiveis
no mercado, forcando assim a sintese constante de novos farmacos. Na busca por novos
medicamentos antimicrobianos, os coloides de prata também voltaram a despertar o interesse
na comunidade cientifica e, nesta linha, inmeros trabalhos (RHIM et al., 2006; SANPUI et
al., 2008; SAHNI et al., 2013) sobre nanocompositos contendo prata tém sido publicados,
sendo o estudo focado no tratamento de doencas provocadas por bactérias como
Staphylococcus aureus e Escherichia coli, respectivamente (SANPUI et al., 2008).

No inicio do século XX, a prata comegou a ser usada sob um novo e mais interessante
formato: o nanoparticulado. SolugGes de prata desenvolvidas sob a luz da nanotecnologia
possuem particulas com tamanho na escala nanométrica, que caracterizam uma maior
superficie de contato, ampliando assim as conhecidas acGes antimicrobianas da prata
(CARREIRA, 2009).

As nanoparticulas de prata (NPSAg) sdo uma das nanoparticulas mais usadas nos
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Gltimos anos, isso devido as suas propriedades Gnicas em compara¢do com materiais a granel,
0 que permite a funcionalizacdo de diferentes produtos. Elas tém sido amplamente utilizadas
em produtos biomédicos, adicionando-as aos curativos de feridas, sprays antissépticos e
cremes topicos devido a sua capacidade de romper a membrana de organismos patogénicos,
perturbando assim as atividades enziméticas do microrganismo (DURAN et al., 2016;
FRANCI et al., 2015).

2.3 Sintese de nanoparticulas metalicas

Segundo Dendisova et al. (2018), existem duas abordagens para produzir
nanoparticulas metélicas e, nanomateriais em geral, Top-douwn (de objetos maiores para
menores) e Bottom-up (de objetos menores para maiores). Figura 4.

Top-down (no portugués, de cima para baixo), baseia-se na desconstru¢do de
estruturas maiores, utilizando materiais a granel e, através de processos mecanicos, fisicos ou
quimicos, reduzi-los até atingir a nanoescala. Um exemplo ilustrativo seria quebrar uma
parede em seus componentes individuais. Essa abordagem é comumente utilizada para
producgéo em escala, mas sdo observadas dificuldades em obter-se uma homogeneidade nas
caracteristicas do produto final. A outra abordagem, Bottom-up (no portugués, de baixo para
cima), segue o caminho oposto, explora as propriedades quimicas de moléculas/atomos
individuais para fazer com que estes se organizem e formem uma estrutura em nanoescala
(MITTAL et al., 2013). Os principais métodos utilizados nas duas abordagens estdo ilustrados

na figura 5.

Figura 4 — Esquema ilustrativo dos métodos Top-down e Bottom-up para obtencdo de
nanoparticulas

ﬁ»ﬂﬁ» %%%-» e S

Solido Graos Nanoparticulas Aglomerados Atomos

Fonte: Adaptado de Gorup (2010).
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Figura 5 - Abordagens para a sintese de nanoparticulas

Sintese de nanoparticulas

Métodos top-down Métodos bottom-up

! !

* Moagem mecanica Reducdo quimica

* Fresagem quimica Deposi¢ao de vapor

* Ablagdo alaser/térmica Condensagdo atémica ou molecular
* Processos de explosdo Processos Sol-gel

Pirdlise por spray ou laser

Processos de aerossol

Fonte: Adaptado de Mittal et al. (2013).
2.3.1 Sintese de nanoparticulas de prata (NPsAQ)

Usualmente, as NPsAg sdo sintetizadas através de métodos quimicos, fisicos e
bioldgicos (RAI, 2013). Essas rotas de sintese apresentam vantagens e desvantagens que estdo
associadas a alguns problemas intrinsecos aos métodos, como, por exemplo, estabilidade,
diametro das particulas e distribuicdo de tamanho para as NPsAg, custos e a impossibilidade
de o método de sintese ser utilizado na producdo em escala industrial (LOPES, 2017). As
sinteses fisicas e quimicas possuem consumo intensivo de energia e as vezes podem envolver
substancias quimicas tdxicas, enquanto as técnicas bioldgicas sdo rentaveis, limpas, atoxicas e

ecologicamente corretas (RAI, 2013).
2.3.1.1 Método quimico

Os métodos quimicos sdo bastante usados na sintese de NPsAg. Como em qualquer
reacdo de oxirreducdo, os valores dos potenciais padrdes de reducéo (E®) determinam os pares
de reagentes adequados para que a conversao quimica aconteca de forma apropriada. Para que
a reacdo de oxirreducdo aconteca, a energia livre na reacdo, AG’, deve ser negativa (AG° < 0)
ou potencial padrdo da reacdo de oxirreducéo positivo (AE° > 0). O potencial padrdo de
reducdo da prata em agua é relativamente alto (Ag*™ — Ag’, E® = + 0,799 V), 0 que permite a
utilizacdo de diversos agentes redutores como citrato de sédio (CsHsNazO-, E°=-0,180 V),
hidrazina (NoHs, E® = - 0, 230 V), borohidreto de sédio (NaBHs, E° = - 0,481 V) e
hidroquinona (C6H602, E° = - 0, 699 V) (PACIONI et al., 2015).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:U+2192.svg
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2.3.1.2 Método fisico

Métodos fisicos ndo utilizam substancias quimicas toxicas, mas para a producdo de
nanoparticulas metalicas é necessaria uma alta quantidade de energia e alto custo operacional
em rotas geralmente complexas e com mdltiplos passos. Alguns dos diferentes processos sao:
deposicao fisica de vapor (Physical Vapour Deposition — PVC) e descarga de arco sdo 0s
métodos fisicos mais utilizados na preparagdo dessas nanoparticulas (PACIONI et al., 2015).

Usualmente esses métodos de obtencdo de nanoparticulas metalicas utilizam produtos
quimicos tdxicos, sao métodos de sintese com custos elevados e potencialmente perigosos
para 0 meio ambiente. Diante disso varios paises no mundo estdo reduzindo os residuos
perigosos gerados e a “quimica verde”, juntamente com 0S processos quimicos estdo,
progressivamente, se integrando ao desenvolvimento da ciéncia e da inddstria (LENARDAO
et al., 2003). Diante desse contexto, € necessario 0 desenvolvimento de processos que visem a
obtencdo desses nanoestruturados com ampla aplicabilidade tecnoldgica. Uma abordagem
promissora para alcancar esse objetivo é explorar a vasta gama de recursos bioldgicos
disponiveis na natureza por meio da chamada sintese biolégica (ZHANG et al., 2011;
SHUKLA et al., 2012).

2.3.1.3 Método bioldgico

Para a sintese ecologicamente correta de nanoparticulas sdo utilizados termos como
sintese verde, sintese bioldgica e sintese biogénica (RAI, 2013). Na sintese biologica sao
utilizados produtos atéxicos, biodegradaveis e de baixo custo para sintetizar nanomateriais,
tendo como fonte primaria ou iniciador da rota um organismo biolégico ou partes dele
(6rgdos, tecidos, células, biomoléculas ou metabdlitos) (SHARMA et al., 2009; MITTAL et
al., 2013). Dentre os recursos biolégicos disponiveis, 0s produtos vegetais e animais, algas,
fungos e bactérias sdo organismos que apresentam um grande potencial na producdo de
nanoparticulas metalicas, por meio de processos de oxirredugdo em meio aquoso
(FARAMARZI; SADIGHI, 2013). Em detrimento disso, os métodos bioldgicos utilizam
biomoléculas em substituicdo de agentes redutores/estabilizadores utilizados em outros
métodos de preparacdo de nanoparticulas. Organismos vivos como bactérias, fungos e plantas

apresentam um grande potencial na producdo de nanoparticulas metélicas (Figura 6).
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Figura 6 - Mecanismos de sintese bioldgica de nanoparticulas metalicas
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Fonte: Adaptado de Mittal et al. (2013).
2.3.2 Micossintese de nanoparticulas de prata

Nos ultimos anos, a atengdo tem sido focada em sistemas biologicos, incluindo
microrganismos, como fontes de células para a obtencdo de nanoparticulas através da reducéo
de ions metalicos (SONI; PRAKASH, 2014). E sabido que alguns microrganismos, tais como
bactérias (BANU; BALASUBRAMANIAN, 2014) e fungos (SONI; PRAKASH, 2014) sdo
potencialmente Uteis na preparacdo de nanoparticulas metélicas sob temperatura e pressdo
normais.

A primeira sintese de NPsAg utilizando bactérias foi apresentada em 1999. Klaus e
colaboradores produziram NPsAg com tamanho inferior a 200 nm, a partir de Pseudomonas
stutzeri AG259. Em 2008, a sintese bioldgica de nanocristais de prata foi realizada com
Bacillus licheniformis. A reducdo dos ions de prata e a consequente formacdo de NPsAg
ocorreu apds exposicdo da solucdo aquosa de fons metalicos Ag” a biomassa da bactéria
(GHORBANI et al., 2011).

Entre os agentes bioldgicos, os fungos sdo candidatos potenciais para a micossintese
de nanoparticulas metalicas, pois possuem alta capacidade de tolerar e bioacumular metais
(HEMATH et al., 2010). Esse microrganismo também apresenta facilidade no cultivo,
manipulacdo simples e viabilidade econdmica em grande escala (CHAN; MASHITAH, 2012;
HONARY et al., 2013; INGLE et al., 2008; VALA et al., 2014).

Os fungos s@o organismos eucariéticos, heterotroficos, formados por uma parede
celular rigida, que produz células com forca mecénica para resistir a alteragdes na pressao
osmotica e estresse ambiental (BOWMAN; FREE, 2006; DURAN; NOMBELA, 2004). A
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parede celular fangica é constituida de glicoproteinas e polissacarideos, destacando-se o
glucano e a quitina (BOWMAN; FREE, 2006; FARKAS, 1979).

A maioria dos fungos sdo filamentosos (5 a 10 um de dimensdo transversal). Cada
filamento tubular recebe o nome de hifa e o conjunto destas compde o corpo do fungo,
denominado micélio que pode ser uma rede frouxa ou um tecido compacto. Desenvolvem-se
numa ampla faixa de temperatura, com um 6timo desenvolvimento entre 22 e 30 °C para a
maioria das espécies. Como heterotroficos, a disponibilidade de uma fonte de carboidrato
(glicose, sacarose, maltose, etc.) permite que os fungos sintetizem suas préprias proteinas
utilizando fontes de nitrogénio inorganico ou organico e sais minerais essenciais para seu
crescimento (RODRIGUES, 2006).

Os fungos tém a capacidade de produzir metabdlitos extracelulares que servem como
agentes para sua propria sobrevivéncia quando expostos a diferentes estresses ambientais,
como materiais toxicos (como ions metalicos), predadores e variacdes de temperatura
(MEHRA; WINGE, 1991). Possuem a habilidade de produzir uma variedade de enzimas,
toxinas, e grandes e diversas classes de metabdlitos secundarios, isso devido a sua
diversificacdo de estarem presentes em substratos organicos e inorganicos (RODRIGUES,
2006).

Existem muitos relatos de micossinteses (sintese via fungos) de nanoparticulas
metélicas usando diferentes espécies de Fusarium, nomeadas como Fusarium
oxysporum, Fusarium solani, Fusarium acuminatum, Fusarium culmorum, Aspergillus
niger, Aspergillus  tamarii, Phoma  glomerata, Alternaria  alternatae  fungos
endofiticos Pestalotia sp (RAI, 2013). Em 2001, o fungo Verticillium sp. mostrou uma
reducdo eficiente dos ions prata, levando a sintese biolégica de nanoparticulas de prata.
(MUKHERJEE et al., 2001).

Durante a sintese de nanoparticulas metalicas por fungo, o micelio fungico é exposto a
solucdo de sal metélico, que leva o fungo a produzir enzimas e metabdlitos para sua prépria
sobrevivéncia. Nesse processo, 0s ions metélicos tdxicos sdo reduzidos as nanoparticulas
solidas metélicas ndo-toxicas através do efeito catalitico da enzima extracelular e dos
metabdlitos do fungo (VAHABI et al., 2011). Desta forma, o mecanismo da micossintese de
nanoparticulas de prata corresponde a duas etapas principais: a captura de fons Ag® na
superficie de células fungicas e subsequente reducdo desses ions por enzimas presentes na
biomassa fungica (MOHANPURIA et al., 2008).

Em um estudo realizado por Duran et al. (2005), nanoparticulas de prata foram

sintetizadas na presenca de antraquinona e nitrato redutase (NADPH), o elétron necessario
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para suprir a deficiéncia de fons aquosos de prata (Ag*) e converté-lo em Ag neutro (AgP) foi
doado pela quinona e pelo NADPH. Em um trabalho realizado por Prabakaran e
colaboradores (2016) foram relatadas algumas proteinas de alto peso molecular, incluindo a
enzima redutase dependente de NADH, que séo liberadas pela biomassa fungica na sintese de
nanoparticulas e na estabilizacdo. Esses complexos enzimaticos, NADPH e NADH também
atuam na protecdo e estabilizacdo das NPsAg sintetizadas (PRABAKARAN et al., 2016).

As nanoparticulas podem ser sintetizadas intra e extracelularmente (GHOLAMI-
SHABANI et al., 2013; LI et al., 2012). Na sintese intracelular, as nanoparticulas sdo
sintetizadas dentro da célula fangica (CHAN; MASHITAH, 2012; VALA et al., 2014). Nesse
método, a biomassa fungica é tratada com uma solucdo de sal metélico e incubada por 24
horas no escuro. Na sintese extracelular, o filtrado fungico € tratado com uma solucédo de sal
metalico e incubado para a sintese de nanoparticulas (DURAN et al. 2005, 2007;
MUKHERJEE et al. 2008; NANDA; MAJEED, 2014).

2.4 Beauveria bassiana

O fungo Beauveria bassiana possui distribuicdo mundial, sendo capaz de viver como
um saproéfito no solo, como um endofitico nas plantas, ou como um entomopatogeno que afeta
uma ampla gama de artrépodes (QAMANDAR; SHAFEEQ, 2017; BOOMSMA et al., 2014).
Esse fungo € conhecido por ser utilizado como uma estratégia comercial para o controle
bioldgico de importantes pragas na agricultura, além disso, algumas de suas linhagens podem

catalisar reac6es de hidroxilacdo, reducdo e oxidacdo (ANDRIOLI, 2012).

Figura 7 - Cultivo de B. bassiana em meio BDA

Fonte: Elaborada pelo autor.

De acordo com a literatura, fungos entomopatogénicos e endofiticos possuem grande

capacidade para secretar ampla gama de metabdlitos em meios de culturas artificiais
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(ALMEIDA, 2019; ANDRIOLI, 2012). Em geral, os fungos entomopatogénicos secretam
uma grande variedade de metabolitos quando cultivados em meios artificiais ou quando
infectam seus hospedeiros (RUSTIGUEL, et al., 2017). Esses metabdlitos secundarios séo
geralmente peptideos ciclicos com propriedades antibidtica e inseticida (STRASSER et al.,
2000).

B. bassiana € bem conhecido por produzir uma grande variedade de metabolitos
secundarios biologicamente ativos incluindo pigmentos ndo peptidicos e policetideos (por
exemplo, oosporina, bassianina e tenelina), peptideos sintetizados ndo ribossomicamente (por
exemplo, beauvericina, bassianolidos e beauveridlidos) e metabolitos secretados envolvidos
na patogénese e viruléncia (por exemplo, &cido oxalico) que tem potencial ou real uso
industrial, farmacéutico e agricola (ZIMMERMANN, 2007).

De acordo com Rao et al. (2006), é conhecido que a producédo de protease extracelular
em microrganismos foi grandemente influenciada por componentes de meios, especialmente
fontes de carbono e nitrogénio, fatores fisicos como pH, temperatura, densidade de indculo,
oxigénio dissolvido e incubagdo térmica. Portanto, ndo € surpreendente que os fungos
entomopatogénicos, como a B. bassiana também sejam capazes de produzir diferentes
metabdlitos. Na tabela 1 podem ser observados metabolitos produzidos por B. bassiana em

condigdes de cultivo convencionais, utilizando o meio de cultura batata dextrose.



Tabela 1 - Lista de alguns metabdlitos produzidos por Beauveria bassiana
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Takahashi, S. et
al. (1998)

Piridovericina e
Piridomacrolidina

Luo, F.etal.
(2013)

Glioxilato

Acido piravico
Fumarato

Betaina

Purina

Ribulose

Carnitina
Acetilcarnitina
Ergotioneina

Acido palmitico
Glicerofosfocolina
Acido linoleico
Ribonucledtido 5-
aminoimidazol
Acido 8-hidroxi-
linoleico

Ester etilico do 4cido
linolénico

Ester etilico do acido
linoleico

Acido 7,8-dihidroxi-
oleico

Micosporina-
glutamico; Acido 5 '-
carboxilico, 1' —amida
Trealose

Condrilina
1-hexadecanoil-
glucitol

Acido citrico; Ester 2-
octadecilico
Mono-9-octadecenoil
glucitol
Beauverolide B
Beauverolide C
Fosfatidiletanolamina
Fosfatidilcolina
Fosfatidilserina
Fosfatidilinositol
Beauverolide Ka
Anidrido succinico
Acido piroglutamico
Acido glutamico
Ribulose

Arginina

Manitol

Acido oleico

Acido 3-hidroxi-
estearico
Esfingosina
Dimetil-guanosina
2-amino-6-metil-
1,3,4-heptadecanotriol
2-amino-1,3-
eicosanodiol
2-amino-1,3,4-
eicosanetriol

Acido fosfatidico

Luo, Z. et
al. (2014)

Oosporina

Liu, H. etal. Ragavendran, C.
(2015) et al. (2017)
Glioxilato Acido n-

Piruvato hexadecanoico
Alanina Acido (Z,2)-9,12-
Fumarato octadecadienoico
Succinato Acido

Betaina octadecanoico
Dihidrotimina Ester fenilmetilico
Oxaloacetato Esqualeno
Ribulose

Carnitina

Acetilcarnitina
Ergotioneina
Acido palmitico
Glicerofosfocolina
Acido linoleico
Acido 8-hidroxi-
linoleico
Ribonucledtido 5-
aminoimidazol
Ester etilico do 4cido
linoleico
Dimetil-guanosina
Micosporina-
glutdmico

Frutose -1,6-
bisfosfato
Fosfatidiletanolamina
Fosfatidilcolina
Fosfatidilserina
Fosfatidilinositol
Beauverolide Ka
Anidrido succinico
Diidrouracil

Acido piroglutamico
Acido glutamico
Arginina

Manitol

Acido 3-hidroxi-
estearico
Esfingosina
2-amino-1,3-
eicosanodiol
Acido fosfatidico

Rustiguel, C.
B. etal. (2017)

Beauvericina,
Bassianolida,
Oosporina,
Tenelina,
Destruxinas,
Bassiacridine,
Acido oxalico

Fonte: Elaborada pelo autor.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Sintetizar e caracterizar nanoparticulas de prata obtidas a partir de diferentes condigdes

de cultivo de Beauveria bassiana.
3.2 Objetivos especificos

e Estabelecer as condicdes de cultivo de B. bassiana capazes de produzir metabolitos
com potencial redutor;

e ldentificar os metabdlitos produzidos por B. bassiana;

e Produzir nanoparticulas de prata a partir de diferentes condi¢Ges de cultivo de B.
bassiana;

e Caracterizar as nanoparticulas de prata.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material

Para a sintese de nanoparticulas de prata foi utilizado o fungo isolado Beauveria
bassiana, cepa CPATC032, gentilmente cedido pela Embrapa Tabuleiros Costeiros (Aracaju-
SE), nitrato de prata PA (Dindmica, Brasil), acido cloridrico (Vetec, Brasil) e hidroxido de
sodio (Vetec, Brasil).

O meio de cultura Agar Dextrose de Batata - PDA (Himedia, india) foi utilizado como
substrato para crescimento fangico. Os nutrientes utilizados foram glicose (Yoki, Brasil)
obtida comercialmente e o soro de leite obtido em laboratério através do processo de
coagulacdo do leite integral (Valedourado, Brasil). Todas as solugdes foram preparadas

utilizando &gua deionizada.
4.2 Métodos
As metodologias desenvolvidas estdo representadas na figura 8.

Figura 8 — Fluxograma com as etapas da metodologia

( B. bassiana )

Cultivo de .
Beauveria bassiana 36 Condicdes

| Metabdlitos |

—
ospoessam [ O Hll— cuse
— = P

Micossintese | Caracterizacio
t UV-Vis

DLS
ORP - Pontencial de oxirreducéo; pH - Potencial hidrogeniénico; CLAE — Cromatografia liquida de

alta eficiéncia; UV-Vis - Ultravioleta-visivel; DLS - Espalhamento de Luz Dindmico Fonte: Elaborada
pelo autor.

4.2.1 Cultura do fungo B. bassiana

As coldnias puras de B. bassiana utilizadas foram obtidas a partir do semeio do fungo
liofilizado em placas de Petri contendo meio Agar Dextrose de Batata (PDA), o meio foi
esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos. As placas com B. bassiana foram
incubadas a 25 °C por um periodo de 14 dias (ALVES et al., 1996; LI et al., 2011).



29

4.2.2 Producéo de diferentes condicdes de cultivo

Para produzir diferentes condic@es de cultivo foram utilizados como base os trabalhos
de Pham et al. (2009) e Santoro et al. (2005). A variabilidade no cultivo foi obtida a partir do
cruzamento das variaveis luminosidade e agitacdo (com e sem), pH (3 e 6) e nutrientes (fonte
de carbono: glicose e fonte de nitrogénio: soro de leite), resultando em 36 condicGes de
cultivo (Tabela 1). As condicGes foram organizadas em 5 grupos.

No grupo 1 (condigdes 1 — 4) foram avaliados quanto a presenca ou auséncia de luz e
agitacdo. Para o grupo 2 (5 — 6) as varidveis foram luz, agitacdo e pH (3 e 6). Além das
variagOes luz e agitagdo para o grupo 3 foram adicionados nutrientes glicose e soro de leite, 5
mL de nutriente para 50 mL de meio batata dextrose. Para os grupos 5 e 6 foram cruzadas as 4
variaveis estudadas no trabalho, grupo 5 (luz, agitacdo, pH= 3, nutrientes glicose ou soro de
leite) e grupo 6 (luz, agitagdo, pH= 6, nutrientes glicose ou soro de leite).

As condigdes de cultivo estéreis e em temperatura ambiente foram adicionados 1 mL
de suspensdo de B. bassiana. Essa suspensdo foi preparada com solugdo fisioldgica estéril e
esporos do fungo para obtengcdo de aproximadamente 1,5 x10® conidios/mL na escala

McFarland (0,5). As condig¢des foram incubadas durante 15 dias a 25 °C.

Tabela 2 — Diferentes condicdes para o cultivo de B. bassiana

Condicao Luz Agitacao pH Nutrientes
Com Sem Com Sem 3 6 Glicose Soro de leite

C1 X X
Cc2 X X

Gl C3 X X
C4 X X
C5 X X X
C6 X X X
c7 X X X
Cc8 X X X

G2 C9 X X X
C10 X X X
Ci11 X X X
C12 X X X
C13 X X X
Cl4 X X X
C15 X X X
C16 X X X

G3 C17 X X X
C18 X X X
C19 X X X
C20 X X X
C21 X X X X
C22 X X X X
C23 X X X X
C24 X X X X

G4 s X X X X
C26 X X X X
c27 X X X X
C28 X X X X
C29 X X X X
C30 X X X X
C31 X X X X

G5 c32 X X X X
C33 X X X X
C34 X X X X
C35 X X X X
C36 X X X X

G — Grupo. Fonte: Elaborada pelo autor.
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O potencial de oxirredugdo (ORP) e pH foram verificados em todas as condicGes de
cultivo no 0, 5, 10 e 15 dias. Foram utilizados, medidor portatil (AKSO, Brasil) para mensurar
o0 potencial de oxirreducdo e pHmetro (Tecnopon mPA210, Brasil) para determinar o pH. O
pH foi verificado para ajudar na elucidacdo dos dados encontrados na CLAE. A avaliacédo do
potencial oxirreducdo foi utilizada para verificar a habilidade que os metabdlitos produzidos
por B. bassiana tém de reagir como “doadores” de elétrons. As condi¢Bes foram testadas em
triplicata. Foram selecionados para a micossintese os cultivos que apresentaram menor ORP
em um menor tempo, isso devido a tendéncia dessas condigdes em doar elétrons para

converter fons Ag*em Ag’.

As condicdes de cultivo selecionadas com os melhores potenciais de reducdo foram
submetidas a analise cromatografica e micossintese, sendo utilizados para isso os filtrados
celulares obtidos diretamente dos cultivos (Filtrado 1) e os filtrados dos micelios (Filtrado 2).
Para obtencdo do filtrado 1, apds o periodo de incubacdo as condi¢cbes selecionadas foram
filtradas com filtro de papel Whatman n° 1. Em seguida, o filtrado celular foi armazenado a
25 °C para posterior etapa (QAMANDAR; SHAFEEQ, 2017). O filtrado 2 foi obtido a partir
do micélio produzido por algumas condicdes selecionadas. Apos o periodo de incubacéo, o
micélio foi coletado posteriormente a filtragdo com filtro de papel Whatman n° 1, sequido de
uma lavagem extensa, 3 vezes com agua destilada. Quatro gramas de micélio foram levados
para um frasco Erlenmeyer contendo 40 mL de agua deionizada. O Erlenmeyer foi incubado a
25 °C por 120 h. Ap6s a incubacdo, o filtrado celular foi obtido por filtracdo com filtro de
papel Whatman n° 1 e armazenado a 25 °C para posterior uso (PRABAKARAN et al., 2016).

4.2.3 Perfil cromatografico das condigdes de cultivo em CLAE

Para a analise através da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram
utilizados os filtrados dos micélios (Filtrado 2), pois a partir desses filtrados podem ser
observados apenas 0s picos que representam as substancias produzidas por B. bassiana, ja nos
filtrados celulares obtidos diretamente dos cultivos (Filtrado 1) ocorre a presenca de picos que
representam substancias pertencentes ao meio de cultura e produzidas pelo fungo. As analises
foram realizadas utilizando o cromatégrafo da marca Shimadzu. O sistema de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) consistia de uma bomba de alta pressdo LC-20ADXR,
desgaseificador DGU - 20A3R, auto injetor modelo SIL - 20AXR, forno CTO-20AD para
coluna cromatografica modelo jupiter C18 (250 x 4,60 mm; 5um/300A), um detector de UV
SPD-20AD, um modulo controlador CMB-20AD acoplado a um microcomputador através de
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um software da Shimadzu LC-solution para aquisi¢cdo dos dados.

As condigdes cromatograficas empregadas foram adaptadas do trabalho de Luo et al.
(2013). A fase modvel consistia de um sistema gradiente (&cido formico:acetonitrila). O
solvente A contendo &cido formico:agua (1:19 v/v) e o solvente B acetonitrila grau HPLC. A
separacdo foi alcancada numa coluna jupiter C18 (250,0mmx4.6mm de didmetro interno;
5,0um/300A) mantida numa temperatura de 40,0°C, a taxa de fluxo foi mantida em 0,3
mL/min (LUO et al., 2013). O detector de fluorescéncia ajustado para monitorar 4
comprimentos de excitacdo e seus respectivos comprimentos de emissdo simultaneamente,
sendo eles: 242 nm de Excitagdo — 450 nm de Emisséo; 264 nm de Excitagdo — 450 nm de
Emissdo; 285 nm de Excitacdo — 450 nm de Emissédo; 320 nm de Excitagdo — 450 nm de
Emissdo. Um sistema gradiente foi programado da seguinte forma: 50,0% de B no intervalo
entre 0,01 e 10,50 minutos; 65,0% de B no intervalo entre 10,50 e 20,50 minutos; 90,0% de B
no intervalo entre 20,50 e 27,50 minutos e reducdo para 35% de B a partir de 30,50 minutos,
mantendo-se nesta condi¢do isocratica até o tempo de 34,5 minutos. Os resultados obtidos

com a corrida das amostras foram capturados pelo software e expressos em forma de gréaficos.
4.2.4 Micossintese de nanoparticulas de prata

A micossintese foi realizada a partir da selecdo das condi¢bes de cultivo de B.
bassiana que apresentaram os melhores potenciais de redugdo. As sinteses foram realizadas
com todas as condicdes de cultivo selecionadas. As NPsAg foram obtidas atraves de duas vias
de sintese. Utilizando-se os filtrados celulares diretamente dos cultivos das condicGes
selecionadas (Filtrado 1) e a outra via utilizou os filtrados celulares dos cultivos dos micélios
dessas condicdes (Filtrado 2).

As NPsAg foram sintetizadas utilizando os filtrados celulares 1 e 2, o filtrado foi
separado em duas partes, 25 mL cada, isso para que a sintese fosse avaliada em pH natural e
pH ajustado (NaOH 0,1 M) para 9,5 (JOSEPH et al., 2012; KAMIL et al., 2017). Em seguida,
foi acrescentado 25 mL de solucdo aquosa de AQNO3; 2 mM em um Erlenmeyer de 100 mL. A
mistura inteira foi incubada a temperatura ambiente 25 °C a 200 rpm durante 5 dias sob
condicdes escuras (PRABAKARAN et al., 2016). Como controle a solu¢do de AgNO3 sem a
adicdo de filtrado celular foi mantida nas mesmas condigdes citadas anteriormente.

Para as andlises na forma de suspensao coloidal, o produto formado foi utilizado logo
apos o processo de sintese ja descrito. Todas as amostras foram preparadas por centrifugacgéo,
uma aliquota (2 mL) de cada produto foi submetida a 3.000 rpm por 10 min. a 26 °C para a
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remocdo do excesso de componentes do filtrado celular. O sobrenadante obtido foi uma

suspensao castanha-amarelada homogénea de NPsAg.

Figura 9 — Fluxograma para micossintese de NPsAg utilizando B. bassiana

Cultivo
(Condigdo Selecionada)
Filtrado 1 Filtracao Filtrado 2
25 mL de 25mL de o

NPCSFiltrado 1 pH (natural) NPCSFiltrado 1 pH (9,5) + 4 g de Micélio + 40 mL 25°C durante
+25 mL de 2 mM de AgNO, 25 mL de 2 mM de AgNO, de dgua deionizada 120 h sem agitacio

Protegido da luz, 25°C Filtragao

por 120 h, agitacdo
v v
25 mL de 25 mL de

Fonte: Elaborada pelo autor.

NPCSFiltrado 2 pH (natural)
+25 mL de 2 mM de AgNO,

NPCSFiltrado 2 pH (9,5) + 25
mL de 2 mM de AgNO,

Protegido da luz, 25°C
por 120 h, agitacdo

Como pode ser observado através do fluxograma, foram testadas 4 condicGes de

micossintese de NPsAg para cada condicdo de cultivo selecionada, com um total de 40

produtos de micossintese.

Figura 10 — Condicdes selecionadas para a micossintese de NPsAg

) 0 (@) ) (=) @ & & @ &=

¥ A 4 A 4 ¥ A 4 ¥ A 4 A 4 ¥ A 4
NP10 NP17 NP18 NP19 NP20 NP30 NP33 NP34 NP35 NP36
NP10 > NP17 | NP18 > NP19 |—> NP20 > NP30 |=> NP33 | > NP34 —> NP35 = NP36
Filtradol Filtradol Filtradol Filtradol Filtradol Filtradol Filtradol Filtradol Filtradol Filtradol
pHNatural | pHNatural | pHNatural pHNatural pHNatural [ pHNatural [ pHNatural | pHNatural | pHNatural pHNatural
= NP10 NP17 |— NP18 > NP19 > NP20 | > NP30 NP33 NP34 _NP35 _NP36
Filtradol Filtradol| Filtradol Filtradol Filtradol Filtradol Filtradol Filtradol Filtradol Filtradol
pH9,5 pH9,5 pH9,5 pH 9,5 pH9,5 pH 9,5 pH9,5 pH 9,5 pH 9,5 pH 9,5
—> NP10 |> NP17 (> NP18 — NP19 > NP20 > NP30 NP33 > NP34 L NP35 NP36
Filtrado2 Filtrado2 Filtrado2 Filtrado2 Filtrado2 Filtrado2 Filtrado2 Filtrado2 Filtrado2 Filtrado2
pHNatural [ pHNatural | pHNatural pHNatural | pHNatural [ pHNatural [ pHNatural | pHNatural | pHNatural | pHNatural
LS NP10 NP17 NP8 > NP19 L NP20 NP30 NP33 NP34 NP35 NP36
Filtrado2  ” Filtrado2 Filrado2  Filtrado2 ~ Filtrado2  ~ Filtrado2 ~ Filtrado2 Filtrado2  “Filtrado2  ~ Filtrado2
pH9,5 pH 9,5 pH 9,5 pH 9,5 pH 9,5 pH 9,5 pH 9,5 pH 9,5 pH 9,5 pH9,5

C — Condicdo; NP — Nanoparticula. Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.3 Caracterizagao

A suspenséo coloidal das NPsAg foi caracterizada através de técnicas fisico-quimicas

como espectrofotometria de UV-Visivel (UV-Vis) e espalhamento de luz dindmico (DLS).
4.3.1 Caracterizacdo de NPsAg na forma de suspensao coloidal
4.3.1.1 Espectrofotometria de UV-Vis

A técnica de espectrofotometria no UV-Vis foi utilizada para observar a formacao de
nanoparticulas de prata, a obtencdo dessas NPs foi identificada através da formacéo de bandas
plasmonicas caracteristicas. Isso porque as NPsAg apresentam absorcdo de luz em um

comprimento de onda especifico referente as suas bandas de SPR. O espectro de absor¢do da

amostra foi registrado em um leitor de placas (Flextation® 3, EUA) pertencente ao
Laboratorio de Biologia e Fisiologia de Insetos, localizado no Instituto de Ciéncias
Farmacéuticas — Universidade Federal de Alagoas.

As amostras foram analisadas a cada 24 horas durante cinco dias, a fim de detectar a
formagdo das nanoparticulas de prata. A absorbéancia foi observada entre comprimentos de
onda de 200 a 800 nm em placa de poliestireno de 96 pocos com fundo chato. A biorredugéo
foi monitorada registrando 0s espectros de absor¢cdo no UV-Vis em funcdo do tempo
reacional. De acordo com a literatura, o pico de absor¢cdo de UV que caracteriza a formacéo
das nanoparticulas de prata é observado em 420 nm (KAMIL et al., 2017).

A formacdo das NPsAg também foi realizada através de monitoramento visual da
coloragéo da solugédo, sendo verificada mudanga na tonalidade dos filtrados 1 e 2 para as

tonalidades de castanho claro ou escuro, quando produzidas NPsAg.

4.3.1.2 Espalhamento de luz dindmico (DLS)

A técnica de espalhamento de luz dindmico permite determinar o diametro
hidrodindmico das particulas em suspensdo pelo espalhamento de luz decorrido do
movimento Browniano das particulas. Além disso, destaca-se que particulas com o tamanho
maior do que 1 um estardo sujeitas a0 movimento gravitacional, além do Browniano, o que
faz com que essa técnica seja adequada apenas para a caracterizacdo de particulas < 1 pm
(ALBERNAZ, 2014).

Através dessa técnica também foi possivel determinar a carga de superficie das
particulas por meio da medida do potencial Zeta de superficie. De acordo com Albernaz
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(2014), esse valor se refere a carga da bicamada elétrica que recobre a particula sendo, ent&o,
um indicativo da estabilidade coloidal, pois quanto maior o valor das cargas em maodulo,
maior a repulsdo eletrostatica entre as particulas e menor o estado de agregacdo e a
probabilidade de floculacdo ou sedimentacdo. Segundo Haider e Mehdi (2014) valores
maiores que 30 mV, em madulo, sdo considerados estaveis.

No mesmo aparelho foram obtidas informag6es sobre a distribuicdo das populacGes de
tamanho das particulas analisadas por meio da determinacdo do indice de polidispersividade
(PdI). O PdI se refere a variedade do tamanho da amostra relativo a sua distribuicdo por
intensidade (Malvern). Esse valor varia de 0 a 1 e, quanto menor, mais monodispersa e,
consequentemente, mais homogénea é a amostra. O aparelho utilizado foi Zetasizer Nano
ZS90 (Malvern, Inglaterra), o mesmo pertence ao Laboratério de Tecnologia de
Nanossistemas Carreadores de Substancias Ativas localizado no Instituto de Ciéncias
Farmacéuticas — Universidade Federal de Alagoas. As leituras ocorreram com indice de

refracdo 1,390 e absorgéo 0,002 com 30 corridas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Produgéo de diferentes condigdes de cultivo

A fim de selecionar as condic¢des de cultivo mais aptas a reducdo da prata, ou seja, as
que levam a producdo de metabolitos que podem doar elétrons, as figuras 11 a 15 a seguir
apresentam o acompanhamento temporal das condi¢Ges avaliadas frente a pH e potencial de

oxirreducao.

Com relagdo as variaveis luminosidade e agitacdo (Figura 11, C1 a C4), apenas a
condicdo C3, luz e agitacdo, favoreceu a producdo de metabolitos com potencial redutor. Isto
foi notado a partir do quinto dia e acompanhado do aumento do pH, chegando até 5,2 no
décimo quinto dia. Observando-se que essas varidveis ndo demonstraram influéncia
significativa na obtencdo do potencial de reducdo nos meios avaliados. J& PHAM et al.
(2009), avaliaram a varidvel agitacéo no cultivo de B. Bassiana e identificaram que a agitacéo
de 200 rpm contribuiu para melhorar o desenvolvimento micelial do fungo. Nesse mesmo
trabalho também foi avaliado o efeito do pH na esporulacédo, pH 3.0, 4.0, 4.5, 6.0, no qual o
fungo B. bassiana teve maior producdo de esporos em pH de 5,2, que era o pH natural do
meio de cultura utilizado (Agar Dextrose de Batata). Esta melhor producio de esporos pode
estar relacionada a producdo de metabdlitos que interfiram no potencial de oxirredugdo. O
trabalho de Rao et al. (2006), também fez um estudo sobre a influéncia da agitacdo na
producdo de protease por B. bassiana e observaram que a producdo dessa enzima foi

favorecida com a agitacdo de 150 rpm.

Figura 11 — Potencial de reducéo e pH obtidos do cruzamento das variaveis luz e agitagdo para o
cultivo de B. bassiana durante 15 dias
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A figura 12 ilustra o resultado da variacdo de luz, agitagdo e pH, condic¢des designadas
por C5 a C12. Embora as condigdes C9 (luz, sem agitacdo, pH 6), C10 (sem luz e agitacéo,
pH 6), C11 (luz, agitacdo, pH 6) e C12 (sem luz, agitacdo, pH 6) tenham apresentado reducéo

de pH, apenas os metabdlitos produzidos pela C10 implicaram em valores de potencial de

oxirreducdo negativos, 0 que, possivelmente torna esta condicdo capaz de reduzir a prata.
Resultados semelhantes foram encontrados por Karthikeyan et al. (2008), que estudaram o
efeito de uma faixa variada de pH de 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 9 no caldo batata dextrose e observaram

gue o pH mais adequado para o crescimento de B. bassiana foi de 6 - 8.

Figura 12 — Potencial de reducdo e pH obtidos do cruzamento das variaveis luz, agitacédo e pH

para o cultivo de B. bassiana durante 15 dias
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Analisando a figura 13, C13 a C20, que reune os resultados das varidveis luz, agitagdo

e nutrientes, destacam-se as condic¢Bes de C17 a C20 em relagédo ao potencial de oxirreducéo.
Em C17 (luz, sem agitacdo, soro de leite), C18 (sem luz e agitacéo, soro de leite) e C19 (luz,
agitacéo, soro de leite) o potencial de oxirreducdo comeca a reduzir logo a partir do quinto
dia, diferente de C20, onde isto foi observado no décimo quinto dia. Pode-se notar que a
variavel responsavel pelos potenciais de oxirreducédo negativos foi o nutrinente soro de leite, o
mesmo esta presente nas quatro condi¢bes que apresentaram potencial de oxirreducédo
negativo. Nao h4 variacdo significativa de pH em C18, cujo valor de 4,2 se mantém ao longo
dos quize dias. Rao et al. (2009) encontraram resultados semelhantes quando estudaram o
efeito das fontes de carbono (glicose, maltose, amido de milho e casca de camardo em po) e
nitrogénio (pd de soja, proteina de soja, levedura em pd, extrato de levedura e peptona) para a
producdo de protease por parte de B. Bassiana, observaram que a producdo maxima dessa
enzima foi obtida através de fontes de nitrogénio.

Figura 13 — Potencial de reducdo e pH obtidos do cruzamento das variaveis luz, agitacédo e
nutrientes para o cultivo de B. bassiana durante 15 dias
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A figura 14 apresenta o resultado das condigdes frente a variacdo de luz, agitacdo e
nutrientes em pH fixado em 3, designadas por C21 a C28. Em nenhuma delas foi observada
diferenca notoria dos valores de potencial de oxirreducdo. Anteriormente na figura 12 também
foi observado que em pH ajustado para 3 nenhuma alteracéo significativa foi notada no pH e
potencial de oxirreducdo, demonstrando que essa variavel, pH 3, mesmo quando combinada
com a variavel de nutrientes, fontes de carbono ou nitrogénio, ndo contribui para a producéo
de metabdlitos que produzam potencial de oxirreducdo negativo. Como anteriomente
mencionado, no trabalho de PHAM et al. (2009), eles observaram que o pH 3 néo foi 0

melhor em beneficiar o desenvolvimento de B. bassiana.
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Figura 14 — Potencial de reducéo e pH obtidos do cruzamento das variaveis luz, agitacdo, pH= 3
e nutrientes para o cultivo de B. bassiana durante 15 dias
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Na figura 15, agora com pH fixado em 6, condi¢des C29 a C36, destacam-se C30 (sem
luz e agitacdo, pH 6, glicose), C33 (luz, sem agitacdo, pH 6, soro de leite), C34 (sem luz e
agitacdo, pH 6, soro de leite), C35 (luz e a agitacdo, pH 6, soro de leite) e C36 (sem luz,
agitacéo, pH 6, soro de leite) quanto ao potencial de oxirreducdo. De acordo com WANG, Q.;
XU (2012), pesquisas de fontes de carbono e nitrogénio para a produgdo do metabdlito

secundario beauvericina indicaram que as melhores fontes de carbono e nitrogénio sdo glicose
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e peptona, respectivamente. Na presente pesquisa, as condi¢des selecionadas com os melhores
potenciais de reducdo tinham como fonte de nutrientes o soro de leite, podendo isso ser
devido a presenca de peptona. Ja a glicose ndo demonstrou influéncia significativa para o
objetivo proposto. Em uma pesquisa realizada por Iskandarov e colaboradores (2006), a
suplementacdo de agua com sacarose ou glicose como Unica fonte de carbono ndo estimulou a

germinacdo de esporos de B. bassiana, mesmo apds 48 horas de incubagéo.

Figura 15 — Potencial de reducéo e pH obtidos do cruzamento das variaveis luz, agitacédo, pH= 6
e nutrientes para o cultivo de B. bassiana durante 15 dias
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Como resultados, foram selecionadas para a micossintese as condi¢des C10, C17, C18,
C19, C20, C30, C33, C34, C35 e C36, pois apresentaram 0s melhores potencias de

oxirredugdo (ORP) negativo, demonstrando dessa forma, habilidade para transferir elétrons

para a reducdo do fon metalico Ag" a Ag’, reducdo essa que caracteriza a formacdo de

NPsAg.

Tabela 3 - Condicoes selecionadas para a micossintese de NPsAg com o dia onde foi obtido
melhor potencial de reducdo e o desvio padréao (SD — Standard Desviation)

Potencial de
Dia oxirreducdo (mV %
SD)
G2 C10 5°  -494+754
C17 15° -480+ 24,78
G3 C18 5°  -423+13,27
C19 15° -365+6,50
C20 15° -378+5,13
C30 5° -400+57,95
C33 15° -410+ 28,93
G5 C34 5°  -468+ 17,75
C35 10° -410+55,00
C36 5°  -330+721

G — Grupo. Fonte: Elaborada pelo autor.

5.2 Perfil cromatografico das condigdes de cultivo em CLAE

A partir da tabela 4 e figura 16 podem ser observadas as interferéncias das variagdes

de cultivo sobre as condicdes 10, 17, 18, 30, 33 e 34 para a producdo de metabolitos, podendo

ser identificadas as semelhangas e diferencas na composi¢do dessas condi¢cdes. Quando 0s

resultados dos perfis cromatograficos das condi¢des estudadas foram comparados com 0s

resultados do cultivo convencional, condicdo de cultivo sem variagdo nos componentes, foi

observado que os picos 1, 2 e 3 presentes no cultivo convencional ndo foram detectados nas

condigdes selecionadas com os melhores potencias redutores, indicando que essas substancias

podem ter se metabolizado em outros componentes. Contudo, também foi observado que os
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picos 8, 9, 10, 17 e 19 presentes nas condic¢des analisadas representam substancias que nédo

foram produzidas através do cultivo convencional.

A comparacdo entre as condicOes selecionadas (filtrados micelares) e o cultivo
convencional também demonstra que algumas condi¢des de cultivo proporcionam um
aumento na concentracdo de algumas substancias, isso em consequéncia da adi¢do ou
modificacdo nas varidveis. Esse fato se apresenta com destaque nos picos 4 (condigdes 10, 17,
30 e 33), 5 (condicdo 17), 6 (condi¢des 10, 18, 33 e 34), 11 (condicdo 33), 12 (condicdes 18 e
33), 14 (condicdo 18) e 15 (condicdes 18 e 33). Pode ser obervado também que os picos 4, 6,
7, 11 e 16, incluindo o cultivo convencional, se repetem em todas as condigdes de cultivo. O
aparecimento desses picos em todas as condig¢des analisadas indica que essas substancias séo
essencias a sobrevivéncia de B. bassiana e que possivelmente sejam elas que contribuam para

a micossintese de nanoparticulas de prata.

O comportamento de B. bassiana em relacdo a producdo de metabolitos pode ser
notado através das figuras 12, 13 e 15 que apresentam modificagdo no pH do meio aos quais o
fungo foi submetido. Os 19 picos encontrados por CLAE, tabela 4, indicam que as condicdes
selecionadas por meio do potencial de oxirreducdo podem favorecer a producdo de
metabdlitos como aminoacidos, &cidos graxos e bases organicas como as aminas biogénicas.
Os picos apresentados pelas condi¢cbes 10, 18, 30 e 34 possivelmente representam
aminoéacidos e acidos graxos, pois durante o cultivo o meio tornou-se mais acido. Estudos
realizados por Luo et al. (2013), onde investigaram o perfil metabolico de micélios e conidios
de B. bassiana por cromatografia liquida com espectrometria de massas (LC-MS),

identificaram metabdlitos como acido pirtvico, acido palmitico e &cido linoleico.

Ragavendran et al. (2017), detectaram a presenca de metabolitos secundarios de B.
bassiana através de analises como cromatografia gasosa-espectrofotometria de massa (GC-
MS) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Foram identificados acido n-
hexadecanoico, &cido (Z,Z)-9,12-octadecadienoico, acido octadecanoico e &cido oxalico.
Esses dados confirmam os resultados apresentados pelo potencial de oxirreducdo e pH, onde
0s metabolitos produzidos por B. bassiana modificaram o meio tornando-o mais &cido,
indicando que o fungo estudado quando nos meios testados tem tendéncia de produzir

substancias acidas.

Com relagéo aos picos detectados nas condi¢des 17 e 33 sugere-se que tais codi¢Oes
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também favorecam a producdo de metabolitos como aminoacidos e acidos graxos e bases
organicas como as aminas biogénicas, pois durante o cultivo o meio se acidificou e em
seguida reduziu sua acidez. Liu et al. (2015) realizaram um estudo sobre o crescimento e 0
metabolismo de esporos e micélios de B. bassiana. Para o estudo o fungo foi cultivado em
meio classico, BDA, e as analises foram realizadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com espectrometria de massas (HPLC-MS), nesse estudo também foram detectados
alguns metabolitos como é&cido piroglutdmico, &cido glutamico e é&cido fosfatidico. A
literatura também relata a producdo de aminas biogénicas tanto em soro de leite como em
outros diversos alimentos, essas aminas sao formadas principalmente por descarboxilacdo

microbiana de amino&cidos e transaminacdo de aldeidos e cetonas (PINTADO et al.,2008).

Tabela 4 - Determinacéo das areas cromatogréaficas dos metabolitos detectados por CLAE em
amostras dos lavados dos micélios selecionados para micossintese de nanoparticulas de prata

Tempo de Conc. Conc. (%) Conc. (%) Conc. (%) Conc. (%) Conc. (%) Conc. (%)

Pico retencdo (%0): Micélio: Micélio: Micélio: Micélio: Micélio: Micélio:
(min.) C.conv. condi¢do 10 condi¢do 17 condigdo 18 condicdo 30 condigdo 33 condigdo 34

1 0,806 18,002 - - - - - -
2 0,958 19,199 - - - - - -
3 3,356 0,864 - - - - - -
4 10,654 11,058 26,884 19,042 13,936 20,288 18,374 11,922
5 11,247 14,318 4,103 42,200 1,593 13,174 - -
6 11,454 7,674 32,149 4,963 29,874 3,402 34,069 54,677
7 11,778 12,669 1,611 10,185 8,000 9,707 13,435 7,103
8 11,900 - 9,674 - - 2,846 - -
9 12,389 - 2,953 - 5,339 10,167 - 1,311
10 12,542 - 0,629 0,825 - 3,748 - 3,862
11 12,864 8,221 16,288 11,777 12,491 10,71 16,059 10,530
12 13,245 1,949 - 3,901 10,996 - 5,877 2,335
13 13,776 0,268 - 1,276 0,782 - 0,896 -
14 14,373 1,397 1,939 2,946 5,551 - 2,306 2,620
15 14,737 1,216 1,185 1,927 5,041 - 5,896 3,634
16 15,153 0,521 1,003 0,474 1,603 1,714 1,136 0,549
17 16,670 - - - 0,199 9,740 - -
18 16,727 0,350 - 0,219 0,234 1,670 0,589 0,735
19 26,627 - - - 2,315 2,290 - -

C. conv. — Cultivo convencional; Conc. — Concentracdo; min. — minutos. Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 16 — Perfil cromatogréafico das substancias produzidas por B. bassiana em amostras dos
lavados dos micélios selecionados para micossintese de nanoparticulas de prata. Cromatogramas
obtidos no comprimento de onda de 242 nm. Filtrados de micélios: a) Cultivo convencional; b)
Condicéo 10; ¢) Condicao 17; d) Condicéo 18; e) Condicéo 30; f) Condicdo 33 e g) Condicdo 34.
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5.3 Micossintese de nanoparticlas de prata

5.3.1 Caracterizacéo de NPsAg na forma de suspenséo coloidal

Para a realizacdo da micossintese foram testados 32 métodos de sintese, pois nas
condigdes com agitagdo ndo houve formagdo de micélio, assim ndo foram obtidos filtrados do
micélio (F2) nessas condigbes. A formacgdo de nanoparticulas de prata pdde ser observada
através da mudanca de coloracdo. No inicio da reacdo a solucdo de AgNO; e filtrado
apresenta cor amarelo escuro, filtrado 1, e amarelo palido, filtrado 2. A reagdo é observada
com a mudanca nas coloragdes para castanho claro ou escuro, que indicam a formacéo de

nanoparticulas de prata, como podemos observar na figura 17.

Esses resultados também foram observados por Banu; Balasubramanian (2014),
Prabakaran et al. (2016) e Kamil et al. (2017), eles relataram a mudanca de coloracdo da
reacdo de amarelo palido para marrom, indicando a formacdo de NPsAg. De acordo com Link
e El-Sayed (2003) e lbrahim (2015), a mudanga na coloracdo deve-se a excitacdo da
superficie de ressonancia plasménica. A origem fisica da forte absorcdo de luz por
nanoparticulas de metais nobres é a oscilagdo coerente de elétrons da banda de conducéo
induzida por interagdo com o campo eletromagnético. Quando a frequéncia do campo
eletromagnético se torna ressonante com o movimento dos elétrons, uma forte absor¢éo dos

elétrons ocorre e resulta na cor observada.

Figura 17 - Micossintese de NPsAg a partir das condicfes selecionadas. Em a) Filtrado 1 em pH
natural; b) NPsAg; c) Filtrado 1 em pH 9,5; d) NPsAg; e) Filtrado 2 em pH natural; f) NPsAg;
g) Filtrado 2 em pH 9,5 e h) NPsAg.

)

- ‘9w

Fonte: Elaborada pelo autor.
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A obtengdo das nanoparticulas de prata foi identificada através do aparecimento de
bandas de absorcdo na regido do UV-Vis, que ocorreram entre 350 — 485 nm, com absorcéo
méaxima entre 407 — 437 nm (Figura 15). A intensidade da banda de SPR e a sua posi¢do sdo
dependentes das condigdes experimentais utilizadas para a sintese (Lopes, 2017). De acordo
com Jeong; Park (2014), as NPsAg apresentam uma intrinseca absor¢do SPR na regido UV-
Visivel, com uma banda ao redor de 400 nm. A banda em torno de 400 nm ¢ atribuida a
densidade eletrénica de superficie (banda plasménica). O alargamento das bandas de SPR

ocorreu possivelmente pela agregacdo ou presenca de nanoparticulas com tamanhos variados.

Pode-se também visualizar na figura 15 o aparecimento de uma banda em
aproximadamente 252 nm, presente em NP10, NP17, NP34 e NP35, com a formagdo de um
ombro no espectro UV-Visivel. Segundo Lopes (2017) essa banda pode ser atribuida ao modo
vibracional quadrupolar, comumente notado em nanoparticulas de prata assimétricas. No
entanto, o aparecimento dessas bandas também pode ser associado a componentes secretados
pelo fungo. Em um trabalho realizado por Bhainsa e D’Souza (2006), a ocorréncia de dois
picos de absorbancia na faixa UV correspondentes a 220 e 280 nm foi relacionada a presenca
de amida e proteina. O pico 220 nm pode ser em consequéncia a absorcao pela ligacdo amida
e 280 nm pode ser causado por residuos de triptofano e tirosina presentes na proteina. Essas
substancias proteicas podem estar envolvidas na redugdo e aumento da estabilidade das

nanoparticulas formadas.

Os resultados obtidos corroboram com os trabalhos realizados por Prabakaran et al.
(2016), Banu; Balasubramanian (2014) e Joseph et al. (2012), onde observaram uma banda de
absorcdo de plasmon de superficie caracteristica a 420 nm. Em um estudo realizado por
Qamandar; Shafeeq (2017) as NPsAg obtidas com o uso de B. bassiana como agente redutor
mostrou através de analise de espectroscopia UV-VIS uma banda de absor¢édo caracteristica a

420 nm, que pode ser atribuida & presenca de nanoparticulas Ag° devido as bandas de SPR.

A andlise por DLS das NPs avaliou o tamanho das particulas em suspensdo. O
didmetro hidrodindmico (DH) das NPs apresentou perfil bimodal para as NP10 (filtrado 1,
pH= 9,5), NP17 (filtrado 1 e 2, pH=9,5), NP18 (filtrado 1, pH= 9,5 e filtrado 2, pH natural),
NP30 (filtradol e 2, pH= 9,5), NP20 (filtrado 1, pH= 9,5) e NP35 (filtrado 1, pH natural), e
polimodais para condi¢cbes NP10 (filtrado 2, pH= 9,5), NP18 (filtrado 2, pH= 9,5), NP33
(filtrado 1, pH= 9,5), NP34 (filtrado 2, pH natural e 9,5), NP19 (filtrado 1, pH= 9,5), NP35
(filtrado 1, pH= 9,5) e NP36 (Filtrado 1, pH natural), ou seja, existe mais de uma populagéo
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de particulas presentes na amostra.

Os indices de polidispersividade (PDI) obtidos para as NPs produzidas foram de 0,316
— 0,830. Segundo Bonatto; Silva (2014) as NPsAg formadas por vias de sintese bioldgica
geralmente possuem um PDI moderado, ou seja, uma monodispersividade moderada das
NPsAg obtidas, variando de 0,3 a 0,5 (BONATTO; SILVA, 2014). Desta forma, em meio as
17 condigdes de micossintese, 12 formaram NPsAg que demonstraram monodispersividade
moderada. A importancia em obter NPs monodispersas esta atribuida a uniformidade das
propriedades fisicoquimicas das NPs do sistema em dispersdo coloidal, o que permite a
correlagéo direta das propriedades das NPs do sistema obtido com as propriedades das NPs
individuais (SUGIMOTO, 1987). Dessa forma, quanto menor a dispersividade, maior a

homogeneidade das propriedades da amostra obtida.

As NPsAg obtidas através 17 condicGes de micossintese apresentaram valores do
potencial Zeta de superficie entre - 14 e - 31 mV. As NPs NP10 (filtrado 2, pH= 9,5), NP18
(filtrado 2, pH natural), NP20 (filtrado 1, pH= 9,5), NP33 (filtrado 1, pH= 9,5) e NP34
(filtrado 2, pH natural e 9,5) apresentaram 0s maiores potencias Zeta de superficie (em
modulo) dentre as amostras selecionadas, indicativo de maior estabilidade coloidal dentre as
condigdes testadas, as outras condi¢Ges apresentaram os menores valores de potencial Zeta de

superficie (em mddulo), indicativo de menor estabilidade coloidal.

Figura 18 - Espectros UV-Vis de NPsAg. Dados obtidos por DLS do raio hidrodinamico (Rh) das
particulas, PDI e potencial Zeta de superficie referentes as NPsAg sintetizadas com B. bassiana
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Tabela 5 - Resultados obtidos por DLS do raio hidrodindmico (Rh) das particulas, PDI e

potencial Zeta de superficie referentes as NPsAg sintetizadas com B. bassiana

Tamanho

hidrodindmico  PDI Potencial Zeta
F1,pH9,5 47 nm 0,368 -22 mV
NP10 F2, pH 9,5 110 nm 0,461 -31mV
F1, pH 9,5 43 nm 0,345 -20 mv
NP17 F2, pH 9,5 41 nm 0,316 -19mvVv
F1, pH 9,5 32nm 0,603 -21mV
NP18 F2, pH nat. 93 nm 0,397 -28 mV
F2,pH 9,5 68 nm 0,537 -23 mVvV
NP19 F1, pH 9,5 290 nm 0,390 -18 mVv
NP20 F1, pH 9,5 37 nm 0,439 -25mV
F1,pH9,5 147 nm 0,414 -22mV
NP30 F2, pH 9,5 78 nm 0,332 -21mV
NP33 F1, pH 9,5 452 nm 0,508 -25mV
F2, pH nat. 378 nm 0,655 -25mVv
NP34 F2, pH 9,5 135 nm 0,830 -25mV
F1, pH nat. 136 nm 0,465 -14 mV
NP35 F1,pH9,5 123 nm 0,415 -17 mV
NP36 F1, pH nat. 127 nm 0,360 -20mv

DLS - Espalhamento de Luz Dinamico; PDI - Indice de polidispersividade; NPsAg - Nanoparticula de
prata; NP - Nanoparticula; F1 - Filtrado 1; F2 - Filtrado 2; nm - nanbmetro; mV - Milivolts. Fonte:
Elaborada pelo autor.

De acordo com Bonatto; Silva (2014), devido o uso de um agente redutor natural é

admissivel os valores de PDI e potencial Zeta estarem diferentes do que é considerado como

6timo na literatura, < 0,3 e - 30 mV, respectivamente. A partir dos resultados obtidos, as

condi¢cbes NP10 e NP18 foram consideradas as melhores condigdes de micossintese, pois

produziram NPsAg com indice de polidispersdao moderado e estaveis. NP10 com PDI (0,461)
e potencial Zeta (- 31 mV) e NP18 com PDI (0,397) e potencial Zeta (- 28 mV).
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5 CONCLUSAO

As condic¢des de cultivo que apresentaram maior capacidade de reducdo da prata foram
10, 17, 18, 19, 20, 30, 33, 34, 35 e 36. A luminosidade e a agitagdo ndo foram fatores
determinantes para a redugdo do ORP, contudo a condicdo C10 em pH ajustado conseguiu
reduzir ORP. Dos nutrientes utilizados o soro de leite favoreceu a obtengéo de potencial de

oxirreducdo negativo.

Os resultados cromatograficos dos 6 filtrados miceliais apresentaram um total de 19
metabolitos. Dentre estes, 5 novas substancias foram produzidas pelas condi¢Bes avaliadas e
15 apresentaram aumento na concentracdo, as quais sdo sugestivas de aminoacidos, acidos

graxos e aminas biogénicas.

Das 32 condi¢bes de micossintese testadas 17 possibilitaram a formacdo de NPsSAg.
Em 13 dessas micossinteses foi necessario o ajuste de pH, 9,5, para que as NPsAg fossem
formadas. A condicdo 18 apresentou menor tamanho de particula (filtrado 1, pH 9,5, 32 nm).

Ja a condicao 10 apresentou a melhor estabilidade (filtrado 2, pH 9,5, potencial Zeta - 31).

Assim, concluimos que a B. bassiana foi capaz de produzir diferentes substancias
frente as condicdes de cultivo selecionadas as quais possibilitaram a sintese de NPsAg, sendo
consideradas as melhores condigdes de micossintese NP10 e NP18.

Perspectivas:

e Realizar caracterizacdo do material sélido através de Espectroscopia de Infravermelho
por Transformada de Fourier (FTIR), Difracdo de Raios X (DRX) e Microscopia
Eletronica de Transmissdo (MET) para comparar com a literatura e demonstrar
vantagens e desvantagens das condigdes selecionadas;

e Avaliar atividade antimicrobiana de NPsAg obtidas a partir das melhores condicoes de

sintese selecionadas.
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