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RESUMO

As nanoparticulas de prata tém ganhado destaque pela sua comprovada atividade
antimicrobiana e por serem uma 6tima alternativa aos antibiéticos tradicionais, aos
guais uma série de patdgenos tem adquirido resisténcia. Por sua vez, as técnicas de
sintese de nanoparticulas utilizando microrganismos e seus produtos metabdlicos
vem sendo aprimoradas de modo a contornar os efeitos causados pelas técnicas
guimicas e fisicas, conhecidamente danosas ao meio ambiente e a saude humana.
Este trabalho tem como principal objetivo a elaboracdo de um gel antisséptico a base
de quitosana formulado com nanoparticulas de prata, obtidas por meio de sintese
biogénica, tendo como agentes mediadores linhagens fungicas da espécie Aspergillus
flavo-furcatis. Busca-se como caracteristica do produto a ndo inducdo de resisténcia
nos microrganismos alvos e acédo antagbnica contra uma ampla variedade de
microrganismos patogénicos, além de ser seguro para o0 usuario. A metodologia
aplicada é ecossustentavel e de baixo custo, e tem como base a reducdo de nitrato
de prata por meio de biomoléculas presentes na biomassa fungica e obtidas por meio
de extracdo aquosa. As etapas de sintese foram otimizadas com base em um
delineamento experimental fatorial, com variagdo das condicbes de temperatura,
concentracdo de prata e pH. Ensaios de toxicidade foram realizadas através de HET-
CAM; a concentracdo minima inibitoria e acéo antimicrobiana das nanoparticulas, bem
como do gel antisséptico, foram determinadas por microdiluicdo seriada em caldo e
por difusdo em &gar por poco contra Escherichia coli, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans e Candida
krusei. As nanoparticulas de prata foram caracterizadas através de DLS, STEM, D-
RX e FTIR. Das linhagens testadas foi possivel obter biomoléculas capazes de mediar
a biossintese de nanoparticulas de prata, e estas, tanto em suspenséo quanto em gel
a base de quitosana, inibiram o crescimento dos microrganismos testados. Este
trabalho de pesquisa permitiu o desenvolvimento de um gel com ac&o antimicrobiana
contra uma diversidade de microrganismos patogénicos e oportunistas, utilizando

tecnologia ndo agressiva ao meio ambiente e a satde humana.

Palavras-chave: Aspergillus; Bionanotecnologia; Nanocompadsito.



ABSTRACT

Silver nanoparticles have gained prominence for their proven antimicrobial activity and
for being a great alternative to traditional antibiotics, to which a number of pathogens
have acquired resistance. In turn, the techniques for synthesizing nanoparticles using
microorganisms and their metabolic products have been improved in order to
circumvent the effects caused by chemical and physical techniques, known to be
harmful to the environment and human health. The main aim of this study is the
elaboration of an antiseptic gel based on chitosan formulated with silver nanopatrticles,
obtained through biogenic synthesis, having as mediating agents fungal strains of the
species Aspergillus flavo-furcatis. The non-induction of resistance in target
microorganisms and antagonistic action against a wide variety of pathogenic
microorganisms, in addition to being safe for the user, are desired characteristics for
the product. The applied methodology is eco-sustainable and low cost, and is based
on the reduction of silver nitrate through biomolecules present in fungal biomass and
obtained through aqueous extraction. The synthesis steps were optimized based on a
factorial experimental design, with varying conditions of temperature, silver
concentration and pH. Toxicity assays were performed using HET-CAM; the minimum
inhibitory concentration and antimicrobial action of the nanopatrticles, as well as the
antiseptic gel, were determined by serial microdilution in broth and agar diffusion per
well against Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans and Candida krusei. Silver nanoparticles
were characterized using DLS, STEM, D-RX and FTIR. From the strains tested, it was
possible to obtain biomolecules capable of mediating the biosynthesis of silver
nanoparticles, and these, both in suspension and in chitosan-based gel, inhibited the
growth of the tested microorganisms. This study allowed the development of a gel with
antimicrobial action against a variety of pathogenic and opportunistic microorganisms,

using non-aggressive technology to the environment and human health.

Keywords: Aspergillus; Bionanotechnology; Nanocomposite.
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1 INTRODUCAO

As nanoparticulas de prata (AgNPs) séo excelentes antimicrobianos e por isso
sdo muito utilizadas para tratar infec¢des e prevenir colonizacdo bacteriana nas mais
variadas superficies. Muitos autores destacam a a¢do antagoénica das AgNPs contra
diversos microrganismos patogénicos, incluindo bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas, fungos e virus (GUZMAN et al., 2009; ROY et al., 2019). As AgNPs também
se destacam por apresentarem efeitos terapéuticos mesmo em baixas concentracfes
e sem efeitos toxicos, além de ndo haver relatos sobre aquisicdo de resisténcia a
compostos de prata na escala nanométrica por microrganismos (PANACEK et al.,
20009).

Vérias técnicas tém sido desenvolvidas para sintetizar AgNPs, incluindo
processos fisicos e quimicos. Contudo, esses métodos necessitam de equipamentos
de altos custos ou resultam em subprodutos poluentes. Entretanto, é possivel utilizar
sistemas biologicos para sintetizar nanoparticulas de prata por um processo de
biossintese ou sintese verde sem gerar subprodutos téxicos (BILAL et al., 2017; ROY
et al., 2019). Dentre os sistemas bioldgicos empregados para sintese verde de AgNPs,
os fungos sé&o 0s mais promissores, pois tém tolerancia a metais pesados, secretam
grande quantidade de enzimas e sdo economicamente viaveis, uma vez gue o custos
com meios de cultura e reagentes sao relativamente baixos e o tempo de cultivo e de
reacdo de sintese sdo mais curtos; ainda, por se tratar de sintese extracelular, o
processo de obtencdo e purificacdo tanto dos bioagentes redutores quanto das
proprias nanoparticulas € mais simplificado se comparado a sintese utilizando
bactérias, por exemplo. Além disso, a micossintese possibilita a formacdo de uma
interface biocompativel, pois as AgNPs sao estabilizadas por proteinas do préprio
fungo (DURAN et al., 2005; HULKOTI e TARANATH, 2014; SILVA et al., 2017).

O género Aspergillus € composto por cerca de 350 espécies de fungos e,
devido ao grande potencial de adaptacao fisiolégica, muitas espécies sdo importantes
produtoras de moléculas com atividade bioldgica relevante para a inddstria. A
capacidade de produzir e secretar uma ampla gama de moléculas bioativas faz dos
Aspergillus, n&o toxigénicos, O6timos candidatos para sintese biologica de
nanoparticulas de prata (SAMSON, 2014; SILVA et al., 2017; BARRS & TALBOT,
2020).

Numerosos estudos demonstraram resultados positivos empregando

nanocompositos constituidos por géis contendo AgNPs biogénicas no controle de
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micro-organismos patogénicos (OVAIS et al.,, 2018). Além disso, a utilizacdo de
geleificante como quitosana para sintese de nanocompaésitos de prata pode contribuir
para a estabilizacdo das AgNPs e prevenir a formacéo de agregados (Polinarski et al.
2021). Mediante 0 exposto, 0 presente projeto tem por objetivo produzir
nanoparticulas de prata por sintese biologica e desenvolver uma formulagcédo de gel

utilizando as AgNPs com propriedades antimicrobianas.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Produzir nanoparticulas de prata por sintese biologica e desenvolver uma

formulacdo de gel antisséptico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Otimizar a sintese de nanoparticulas de prata, mediada por Aspergillus
utiizando um processo ecossustentavel, através de um delineamento
experimental do tipo fatorial;

2. Selecionar a melhor linhagem de Aspergillus flavo-furcatis dentre trés linhagens
testadas como mediadora de sintese de nanoparticulas de prata;

3. Caracterizar as nanoparticulas de prata por meio de andlises fisico-quimicas;
Determinar a concentracdo minima inibitéria (CMI) contra micro-organismos
patogénicos e oportunistas;

5. Desenvolver uma formulacdo em gel a base de quitosana incorporando as
nanoparticulas de prata sintetizadas;

6. Avaliar a atividade antimicrobiana do gel a base de quitosana contendo
nanoparticulas de prata contra Escherichia coli, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans e

Candida krusei.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 NANOTECNOLOGIA E BIONANOTECNOLOGIA

A Nanotecnologia trata da criacdo, manipulacdo e exploracdo de materiais em
escala nanométrica, 1 nm a 100 nm (TOLEDO & SOARES, 2016), baseada nos
conhecimentos da Nanociéncia, campo de estudo multidisciplinar que envolve
Biologia, Engenharia de Materiais, Fisica, Quimica, entre outras areas do
conhecimento (SOUSA et al., 2018).

E atribuida & palestra “There is plenty of room at the bottom” (“ha muito espago
na parte inferior”), ministrada em 1959 por Richard. P. Feynman, vencedor do Prémio
Nobel de Fisica de 1965, a origem dos conceitos de Nanociéncia e Nanotecnologia.
Em 1974, é usado pela primeira vez o termo Nanotecnologia, quando o Norio
Taniguchi, professor da Tokyo Science University, se refere a construcdo de materiais
na escala nanométrica (MENEZES et al., 2011; DISNER & CESTARI, 2016).

A nanotecnologia se difere da quimica, fisica e disciplinas afins quando
consideramos a construcdo de novos materiais atomo a atomo, com individualidade e
precisdo que nao se obtém quando se trabalha com aglomerados de moléculas. A
este conjunto de materiais, ou nanomateriais, incluem-se os nanotubos, nanocanais,
nanoparticulas, nanocapacitores, nanoporos e as nanofibras (MENEZES, et al. 2011;
MORAIS et al., 2014).

Voltada para as aplicacdes da Biologia e da Medicina, explica Souza (2019), a
Bionanotecnologia tem buscado o aprimoramento em processos que envolvem a
biocompatibilidade dos nanomateriais, permanéncia na circulagdo sanguinea,
implicacdes no sistema imunologico e barreiras bioldgicas. Neste sentido, Mughal
(2021) destaca a capacidade de se produzir nanomateriais a partir de sistemas vivos
como algas, fungos e bactérias, seja através de suas estruturas celulares ou de seus
produtos metabdlicos isolados.

A nanotecnologia deve seu diferencial as propriedades singulares dos materiais
em escala nanométrica. As nanoparticulas, por exemplo, apresentam-se como
importantes catalisadores de reacdes quimicas e biologicamente mais ativas. Isto se
deve a taxa de atomos de superficie, que aumenta exponencialmente conforme o
tamanho da particula decai (RAI et al., 2009; DISNER & CESTARI, 2016).

Preocupagfes atuais quanto a essa éarea promissora dizem respeito a
biocompatibilidade, fontes renovaveis e formas de obtencdo ndo agressivas ao meio

ambiente; assim como efeitos sobre a saude e agregacdo de valor em diversos
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produtos, principalmente aqueles destinados para o consumo humano (BECKER et,
2011; TOLEDO & SOARES, 2016).

Neste sentido, ressalta-se o debate relativamente aberto que tem sido
promovido a respeito do potencial negativo do uso e do desenvolvimento da
Nanociéncia e da Nanotecnologia, especialmente em se tratando do meio ambiente e
as questdes regulatorias. Dessa forma, os recursos tecnoldgicos desenvolvidos a
partir dessas duas areas podem ser vistos com maior confianca (LEAD et al., 2018;
SCHWIRN et al., 2020).

3.2 GENERO ASPERGILLUS

As cerca de 350 espécies de Aspergillus ja descritas compdem o grupo de
fungos mais comuns da Terra, distribuidos principalmente no solo e na vegetacéo em
decomposicéo, a partir da qual desempenham a importante funcdo de reciclagem de
carbono e nutrientes ambientais (SAMSON, 2016; BARRS & TALBOT, 2020).

Esses microrganismos saprobios podem causar problemas a saude humana
atraveés de seus esporos presentes no ambiente, e que sdo constantemente inalados.
No entanto, requer-se uma carga alta de esporos e um hospedeiro com imunidade
deficitaria para que a doenga se desenvolva (DUONG Nu el al, 2020); frequentemente
no trato respiratorio, visto que, tanto para humanos quanto para animais, a infeccéao
se da primariamente via inalagdo (BARRS & TALBOT, 2020).

Outra preocupacdo acerca deste género, segundo Oliveira (2014) e
Scazzocchio (2019), esta no alto nivel de toxicidade de alguns metabdlitos
secundarios que estes fungos secretam, 0s quais provocam a deterioracdo de
alimentos armazenados.

No entanto, argumenta Teixeira (2011), espécies de Aspergillus qualificados
pela Food and Drug Administration (FDA) como GRAS (Generally Regarded As Safe)
destacam-se na induastria alimenticia como importantes produtores de pectinase,
proteases, celulases, entre outros compostos. As caracteristicas metabdlicas de
Aspergillus sdo exploradas em outros ambitos da vida humana, tendo grande
destague na producdo de recursos farmacéuticos cuja matéria-prima, como destaca
Hasan (2019), é de baixo custo e de alto rendimento.

A maioria dos representantes de Aspergillus se reproduzem assexuadamente
através de fidlides e conidios, enquanto outras espécies de reproducdo sexuada o

fazem por meio de ascomas. A identificacdo morfologica do género se baseia
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principalmente no micélio vegetativo, constituido por hifas septadas e ramificadas; e
na estrutura de reproducéao constituida por conidiéforos originarios da célula pé (figura
1), cuja expansdo em uma estrutura no formato de vesicula fértil ou cabeca apresenta
aspecto variado (SAMSON, 2014; SCAZZOCCHIO, 2019).

Figura 1. Conidioforo de Aspergillus: (A) Esquema estrutural (RAPER & FENNEL,
1977). (B) Microscopia 6tica de A. ochraceus (SAMSON et al.., 2014).

Para dar maior credibilidade ao processo de identificacdo de espécies de
microrganismos, a taxonomia polifasica tem sido muito utilizada, pois baseia-se em
aspectos morfolégicos, fisiolégicos, bioquimicos e moleculares. O crescente uso da
espectrometria de massa associada a ferramentas estatisticas tém fortalecido ainda
mais 0os métodos de identificacdo das espécies fungicas (SAMSON, et al., 2014;
YILMAZ et al., 2014; TAKAHASHI et al., 2017).

Uma série de estudos tem mostrado o potencial biotecnolégico deste género,
seja como biorreatores ou por meio de seus produtos metabdlicos em meio
extracelular. Espécies de Aspergillus sdo usados, por exemplo, na biotransformacéao
de artemisinina, um agente antimalérico obtido de Artemisia annua, como é caso de
A. niger (ZHAN et al., 2015) , A. terreus (YU et al., 2017) e A. flavus (PONNAPALLI et
al., 2018).
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Os fungos sao de facil cultivo e fornecem uma grande quantidade de biomassa
e biomoléculas, cujo processo de isolamento é mais simples se considerarmos 0 uso
de bactérias para a obtencdo de biocompostos de interesse, que requerem
procedimentos relativamente mais sofisticados; além disso, o escalonamento da
producéo a partir do micélio fungico € mais acessivel (HULKOTI e TARANATH, 2014;
MUGHAL et al., 2021).

3.3 NANOPARTICULAS DE PRATA E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

As nanoparticulas metélicas mais estudadas séo de prata (DURAN, 2011),
cujas propriedades antimicrobianas sdo conhecidas ha muitos anos (BARILLO &
MARX, 2014). Mas suas aplicacfes envolvem também, relatam Jannathul & Lalitha
(2015), o tratamento de cancer e feridas, atividade catalitica e larvicida; incluindo-se
ainda as aplicagbes no campo comercial (ABDELGHANY, 2018), conforme mostra a
figura 2. Recentemente tem se buscado a eficacia dos medicamentos através de
efeitos sinérgicos, com o emprego de nanoparticulas metalicas para o controle de
infeccdes microbianas (KUMAR, 2015).
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Figura 2. As varias aplicacbes para as nanoparticulas de prata (Adaptado de
Abdelghany, 2018).
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Segundo Ramesh (2015), a vantagem das nanoparticulas estd em seu
comprimento de onda mais curto, que a torna transparente e apropriada em
aplicacdes cosméticas e de revestimento. Em relacdo a medicina, a capacidade de
otimizar a distribuicdo e direcionamento de drogas no organismo é um atrativo. Ainda,
de acordo com Abdelghany (2018), as nanoparticulas de prata biossintetizadas tem
como particularidade uma biocompatibilidade muito maior em relacdo aquelas obtidas
por métodos quimicos.

A acao antimicrobiana das nanoparticulas de prata ja foi comprovada contra
uma ampla gama de microrganismos. Apesar do entendimento sobre o mecanismo
de acdo das AgNPs (figura 3) ainda ser pouco preciso, alguns estudos o resumem em
trés processos principais: (1) interrupcdo dos processos de producdo de ATP e
replicacdo do DNA, como consequéncia da captacdo de ions de prata livres; (2)
inducdo da formacdo de espécies reativas de oxigénio; e (3) danos diretos as
membranas celulares (DURAN & MARCATO 2011; PELGRIFT & FRIEDMAN, 2013;
ROY et al., 2019).
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Os estudos com nanoparticulas de prata demonstram ainda uma baixa
possibilidade de microrganismos adquirirem resisténcia devido ao seu variado
mecanismo de acdo, e que 0 surgimento de resisténcia microbiana pode ser
dificultado ainda mais quando aos produtos contendo AgNPs s&o adicionados outros
agentes antimicrobianos, como quitosana (PELGRIFT & FRIEDMAN, 2013; HASSAN,
2015; SHIH et al., 2019).

Figura 3. Mecanismos gerais para o modo de a¢do antimicrobiano das nanoparticulas
de prata (Fonte: Roy et al., 2019).
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Estudos alertam sobre a exposicdo humana as AgNPs a partir de suas muitas
aplicacdes e os riscos de intoxicacdo com as mesmas, uma vez que testes com pele,
figado, pulmdo, cérebro, sistema vascular e 6rgados reprodutivos de mamiferos
apontam uma certa suscetibilidade as nanoparticulas. No entanto, a toxicidade
induzida por AgNPs é dependente do tamanho, concentracéo e duracao do tratamento
(AHMED et al., 2010; JOHNSTON et al., 2010; BECKER et, 2011).

3.4 BIOSSINTESE DE NANOPARTICULAS
Muitas das técnicas de reducdo quimica para a obtencdo de nanoparticulas e
sua estabilizacdo envolvem altos custos e produtos que afetam negativamente a

saude humana e o meio ambiente (RAMESH, 2015), e para minimizar estes impactos,



24

tém-se dado um maior enfoque aos processos de sintese biolégica. Fungos
filamentosos, bactérias, algas, leveduras e plantas, os chamados sistemas vivos,
apresentam capacidade para a reducdo metalica a partir de suas vias metabdlicas
(DURAN, 2011; ABDELGHANY, 2018).

O potencial da biossintese de nanoparticulas parte da diversidade de
biomoléculas, atualmente exploradas de forma a contornar as desvantagens das
técnicas fisicas e quimicas. Ramesh (2015) destaca que estes biorrecursos, como
enzimas, proteinas e extratos vegetais, podem ser usados para produzir
nanoparticulas intracelular e/ou extracelularmente.

A capacidade de certos microrganismos para sintetizar direta ou indiretamente
nanoparticulas metélicas parece derivar dos mecanismos préprios de resisténcia a
toxicidade dos residuos de metais pesados (FARAMARZI & SADIGHI, 2013). Klaus et
al. (1999) demonstrou, em seu estudo com Pseudomonas stutzeri cultivada em meio
com alta concentracdo de sais de prata, a existéncia de uma via natural para processar
0s ions de prata e resistir a seus efeitos toxicos.

O mecanismo preciso para a biossintese ainda nao foi compreendido, uma vez
gue as reacbes de sintese dependem dos diferentes agentes bioldgicos e ions
metdlicos, além dos mecanismos empregados para a producdo, que podem ser
intracelulares ou extracelulares. Em fungos, por exemplo, a sintese extracelular de
nanoparticulas se da basicamente pela reducdo dos ions metalicos por acdo da
enzima nitrato redutase, (DURAN el al, 2005; HULKOTI e TARANATH, 2014).

A metodologia envolvida na biossintese de nanoparticulas de prata inclui a
etapa de caracterizacdo. De acordo com Abdelghany (2018), informagdes como
tamanho, forma, distribuicdo de tamanho, area de superficie, solubilidade, agregacéao,
entre outras, sdo importantes porque refletem as propriedades biolégicas das
nanoparticulas e sao utilizadas nas avaliacdes de toxicidade e biocompatibilidade.

Quando consideramos a biossintese mediada por fungos, encontramos na
literatura nanoparticulas de dimensfes bem definidas e com monodispersividade
satisfatéria. Devido a capacidade de produzirem grandes quantidades de proteinas
gue hidrolisam ion metalicos, principalmente quando comparados as bactérias, os
fungos séao significativos produtores de nanoparticulas (HULKOTI & TARANATH, 14;
ROY & DAS, 2018).

Além disso, segundo mostra Duran et al. (2005) e Hulkoti & Taranath (2014),

as nanoparticulas biossintetizadas apresentam diferentes composi¢cdes quimicas,
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interface biocompativel e menor toxicidade, uma vez que as proprias proteinas do
microrganismo atuam como agente estabilizante. Através de espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier, € possivel identificar os provaveis grupos
guimicos envolvidos no processo de sintese e estabilizacdo das AgNPs (SHAHZAD
et al., 2019).

Uma revisdo de Roy & Das (2015) focou nos estudos envolvendo a biossintese
de nanoparticulas por espécies de Aspergillus, intracelular e extracelularmente,
resultando num compilado que inclui as espécies a seguir: A. niger, A. fumigatus, A.
flavus, A. foetidus, A. clavutus, A. terreus, A. oryzae, A. concius, A. tubingensis, A.
parasiticus, A. tamarii, A. nidulans, A. ochraceus, A. ustus, A. sydowii. Pode-se
acrescentar ainda A. wentii (Biswas e Bafunbiandi, 2016) e A. versicolor
(ABDELGHANY, 2018).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MICRORGANISMOS

Nesta pesquisa foram utilizadas trés linhagens de Aspergillus flavo-furcatis,
DPUA 1493, DPUA 1622 e DPUA 1623, cedidos pela Colecdo de Culturas
DPUA/UFAM para mediar a sintese de AgNPs. Os testes antimicrobianos foram
realizados contra as seguintes linhagens de microrganismos: Escherichia coli (ATCC
25922), Enterococcus faecalis (ATCC 19433), Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9028), Candida albicans (URM 5901) e Candida
krusei (URM 6391).

4.2 CULTIVO DE ASPERGILLUS EM MEIO SOLIDO

As linhagens de Aspergillus foram cultivadas em agar Czapek-Dox (Nitrato de
sédio 0,2%, Sulfato de Magnésio 0,05%, Cloreto de Potassio 0,05%, Sulfato Ferroso
0,001%, Difosfato de Potassio 0,1% e Sacarose 3%) durante 10 dias em temperatura
ambiente, para avaliacdo da viabilidade das culturas. Laminas coradas com azul de
Amann foram preparadas para observacdo das microestruturas reprodutivas e
confirmagédo da pureza das colonias.

Posteriormente foram preparados indculos por meio de suave raspagem da
superficie da colbnia fungica com swab, apés adicdo de 10 mL de agua destilada
esterilizada contendo tween 80 (0,01% v/v). As trés suspensdes celulares obtidas [10°
11 das linhagens de Aspergillus flavo-furcatis foram homogeneizadas em agitadores
tipo vortex e 100 pL foram inoculados na superficie de agar Czapek-Dox de modo a
espalha-la homogeneamente por toda a superficie do meio. As culturas foram

incubadas a 28 °C por sete dias.

4.3 CULTIVO SUBMERSO DE ASPERGILLUS E OBTENQAO DE EXTRATO
AQUOSO
Os Aspergillus foram cultivados em 200 mL de MGYP (Extrato de malte 0,3%;
glicose 1%; extrato de levedura 0,3% e peptona 0,5 % [p/v]), por 96 h, a 28 °C, 180
rpm; o pH do meio foi ajustado para 7,0 com o auxilio de &cido cloridrico (HCI) 1 M e
hidréxido de sodio (NaOH) 0,1 M; o meio foi autoclavado a 121 °C por 15 min. 10
discos miceliais (@ = 8 mm) dos cultivos em meio Czapek-Dox foram usados como

inoculo.
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Posteriormente o extrato bruto foi separado da biomassa usando um crivo de
aluminio; o micélio foi lavado com agua deionizada ultrapura esterilizada (agua Milli-
Q®) para remocao de residuos do meio de cultivo. 50g da biomassa umida foram
transferidas para 250 mL de agua Milli-Q [1:5, (p/v)] para o processo de extracao das
biomoléculas em meio aquoso. O processo foi conduzido a 28 °C, a 180 rpm, por 72h.

Apés esse periodo, o0 extrato aquoso foi separado da biomassa por filtracao a
vacuo em papel de filtro Whatman n° 01, e membrana de filtracdo de nitrocelulose de
0,45 e 0,22 ym. O extrato aquoso filtrado foi armazenado em frascos de vidro
esterilizados e mantidos a 4 °C para posterior uso na sintese de nanoparticulas de

prata.

4.4 OTIMIZAQAO DA SINTESE BIOLOGICA DE NANOPARTICULAS DE PRATA
MEDIADA POR ASPERGILLUS

4.4.1 Variagcao da concentracdo do extrato aquoso

A primeira etapa da otimizacado da sintese de AgNPs foi realizada a partir de
trés diluicdes diferentes (v/v) do extrato aquoso (com pH entre 8 e 8,5) em agua
deionizada ultrapura Milli-Q® (1:3; 1:1; 3:1) e extrato aquoso ndo diluido. A sintese foi
realizada apos adicdo de uma solugédo de nitrato de prata (AgNOs3) 1 M ao extrato
aguoso da biomassa de Aspergillus até obtencéo de concentracao final de
1 mmol.L* de AgNOs. A mistura reacional ficou incubada no escuro, a 28 °C, sob 180
rpm, por 96 horas (DURAN et al., 2007; SILVA et al., 2017). A cada 24 hs foi coletada
uma aliquota para leitura em espectrofotometro de luz ultravioleta-luz visivel (UV-Vis)
em um intervalo de 200 a 600 nm durante 5 dias; a presenca de nanoparticulas de
prata foi detectada por visualizacdo de uma banda de ressonancia plasmoénica de
superficie na faixa de 400 a 500 nm. As AgNPs sintetizadas a partir de diluicbes
diferentes do extrato aquoso foram testadas em relagéo ao potencial antimicrobiano

pelo método de difusdo em &gar por poco (item 4.5.1).

Tabela 1. Cddigo das amostras de suspensdo de nanoparticulas de prata de acordo
com a linhagem de Aspergillus flavo-furcatis e com a diluicdo do extrato aquoso em

agua deionizada ultrapura.

Diluicbes
Linhagem 1:3 1:1 3:1 1
1493 1493-1 1493-2 1493-3 1493-4
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1622 1622-1 1622-2 1622-3 1622-4
1623 1623-1 1623-2 1623-3 1623-4

4.4.2 Variacao de temperatura, pH e concentracao de nitrato de prata

A segunda etapa da otimizacdo de sintese de AgNPs foi realizada utilizando
apenas uma linhagem e uma diluicdo. A linhagem e a diluicdo foram selecionadas
com base nos resultados obtidos nas leituras em espectrofotémetro de UV-Vis e por
ensaio antimicrobiano (difusdo em agar por poco).

Esta etapa foi realizada com base em um delineamento experimental do tipo
fatorial 23 com quatro pontos centrais visando avaliar as melhores condicdes de pH
(ajustado com o auxilio de acido cloridrico (HCI) 1 M e hidroxido de sédio (NaOH) 0,1
M), temperatura e concentracdo de nitrato de prata para a sintese de nanoparticulas
de prata de acordo com a tabela 2. A sintese de AgNPs foi realizada seguindo o
método descrito no item 4.4.1 e com as modificacfes apresentadas no delineamento
experimental, elaborado com auxilio do software Minitab® versédo 21.2.0. No total,

foram realizados 12 ensaios (Tabela 3).

Tabela 2. Delineamento experimental do tipo fatorial 23, com quatro pontos centrais,
para verificacdo da influéncia do pH, temperatura e concentracdo de nitrato de prata
na sintese de AgNPs por A. flavo-furcatis DPUA 1622.

Temperatura Concentracdo de AgNOs
Nivel pH (°C) (mmol.L?)
-1 6 28 0,5
0 8 33 1

1 10 38 1,5
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Tabela 3. Ensaios e codigos das amostras de acordo com as condi¢des de sintese de
AgNPs.

Concentracéao

Cddigo da Temperatura de AgNO3

Ensaio  Amostra (°C) pH (mmol.L?)
A 1622-A 28°C 6,0 0,5
B 1622-B 28 °C 6,0 1,5
C 1622-C 28 °C 6,0 0,5
D 1622-D 28°C 6,0 15
E 1622-E 38°C 10,0 0,5
F 1622-F 38°C 10,0 1,5
G 1622-G 38°C 10,0 0,5
H 1622-H 38°C 10,0 1,5
PC-1 1622-PC1 33°C 8,0 1,0
PC-2 1622-PC2 33°C 8,0 1,0
PC-3 1622-PC3 33°C 8,0 1,0
PC-4 1622-PC4 33°C 8,0 1,0

4.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS AGNPS
4.5.1 Difusdo em agar por poco

A atividade antimicrobiana das suspensfes de AgNPs obtidas a partir da
primeira (item 4.4.1) e da segunda (item 4.4.2) etapa de otimizacdo da sintese foi
determinada pelo método de difusdo em &gar por po¢o contra 0S microrganismos
testes selecionados.

As suspensdes microbianas foram preparadas em agua destilada esterilizada
a partir de colénias das cepas bacterianas testes cultivadas em meio Brain Heart
Infusion (BHI) por 24 horas e de colbnias das linhagens de leveduras testes cultivadas
em meio Sabouraud (SAB) por 48 horas. A padronizacéo das suspensfes microbianas
foi realizada em espectrofotdmetro; a confirmacéo da turvacéo igual a suspensao 0,5
da escala de McFarland (aproximadamente 1,0 x 108 UFC/mL) foi realizada com
leituras nas faixas de 0,08-0,1 a 625 nm para bactérias, e 530 nm para leveduras.

Uma aliquota de 100 pL das suspensdes dos microrganismos testes foram
inoculados na superficie de BHI e SAB e espalhados com auxilio de um swab. Em
seguida, foram adicionados 100 pL das suspencdes de AgNPs em pocos (d = 8 mm));
como controles foram utilizados 100 pL de solucao de clorafenicol (50 pg/mL) para
bactérias e 100 pL de solucao de itraconazol (50 ug/mL) para leveduras, bem como
100 pL de solucéo de nitrato de prata (1 mmol.L*). Os cultivos foram incubados a 37

°C por 18 h (bactérias) e 37° C por 24h (levedura). A atividade antimicrobiana foi
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expressa em milimetros, medindo-se o didmetro do halo de inibicdo (PRADO et al.,

2017) e subtraindo o diametro do poco.

4.5.2 Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI)

A determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria das suspensdes de AgNPs
obtidas na segunda etapa de sintese (item 4.4.2) foi realizada de acordo com a
metodologia de Gudina et al. (2010) com modificacfes, tendo sido reservada a ultima
linha da microplaca para os controles. Para os ensaios, as bactérias foram cultivadas
em caldo Mueller Hinton (CMH) (2 mL) a 37 °C por 24h, e as leveduras em caldo
Sabouraud Dextrose a 37°C por 48h.

As suspensdes microbianas foram padronizadas a partir destas mesmas
culturas. De 24 horas para as bactérias, adicionando-se PBS pH 7,2 estéril até atingir
turvacédo igual a suspensao do tubo 0,5 da escala de McFarland (aproximadamente
1,0 x 108 UFC/mL), com leitura espectrofotométrica a 625nm para confirmacdo da
concentracdo de microrganismos e diluicdo 1:10, em CMH, obtendo-se uma
suspensédo de 1,0 x 10’ UFC/mL. A partir de culturas de 48 horas para leveduras,
adicionando-se PBS pH 7,2 estéril até atingir turvacdo igual a suspensao do tubo 0,5
da escala de McFarland (aproximadamente 5 x 10° UFC/mL). A leitura
espectrofotométrica foi feita na faixa de 530nm e a suspenséo fungica foi feita primeiro
1:100 e em seguida 1:20 em PBS, chegando-se a uma suspenséo de 2,5 x 10°
UFC/mL.

O teste foi realizado em microplaca de 96 pocos (Figura 4), em duplicata,
contendo caldo BHI para bactéria e caldo Sabouraud para levedura. As suspensdes
de AgNPs foram adicionadas em diferentes volumes para obtencdo de um gradiente
de concentracdo. O volume final em cada pog¢o contendo meio, substancia teste e

microrganismo foi de 100 pL.
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Figura 4. Distribuicdo das substancias teste (ST), meio (ME) e microrganismos
testados (MO) em placa de 96 pocos.

Volumes (pL) 5. aureus  E. foecalis E.coli  P.aeruginosa C.albicans C. kruzei
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« sen |- QP OOOO0O0000OO®
S L L X X X X X X X X X
ARGl I I I X XXX XXXX)

O controle de crescimento foi feito em duplicata para cada uma das amostras
selecionadas, com 0s poc¢os sendo preenchidos apenas com 0 meio e a substancia
teste.

As microplacas contendo meio, suspensao de AgNPs e microrganismos teste
foram submetidas a leitura de absorbancia a 492 nm no espectrofotdmetro de
microplaca Elisa ap6s permanecer 30 minutos em incubadora BOD, para obtencdo
dos valores de densidade o6tica (DO) inicial, e 24 horas em BOD para densidade 6tica
final. Apos a obtengéo das DOs, foram adicionados 30 pL do revelador resazurina,

preparada em solucéo aquosa [0,01%] para observacéo da viabilidade celular.

4.6 TESTE DE POTENCIAL DE IRRITACAO EM OVO DE GALINHA USANDO
MEMBRANA CORIOALANTOIDE (HET-CAM)

O teste da membrana corioalantoide do ovo de galinha fecundado (HET-CAM)
foi utilizado para avaliar o potencial de irritacdo das nanoparticulas de prata
sintetizadas e seguindo a metodologia descrita por Steiling et al. (1999), em
quintuplicata, em ovos fertilizados de galinha (livres de patdgenos especificos)
incubados por 10 dias a temperatura de 38,0 + 0,5 °C. A casca do ovo foi removida
cuidadosamente de modo a expor a membrana corioalantoide, que foi hidratada com
solucéo NaCl 0,9% esterilizada. Em seguida foram aplicados 300 pL da suspenséo de
AgNPs na membrana e, durante 5 minutos (300 segundos), foi examinada para

deteccao das reacdes fisioldgicas (efeitos irritantes) de vasoconstricdo, hemorragia e
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coagulagcao, com a finalidade de estabelecer o potencial de irritagao (PI). O tempo (em
segundos) para o inicio de cada processo foi aplicado na equacéo abaixo. O PI ou
score de irritacdo (I1S) foi determinado da seguinte forma: 0,0-0,9, nao irritante; 1,0—
4,7, ligeiramente irritante; 5,0-8,9, irritagdo moderada; e 9,0-21,0, irritacéo
grave/severa (OLIVEIRA et al., 2012; FREIRE et al., 2015).

[(301 — hemorragia)5] + [(301 — vasoconstri¢cdo)7] + [(301 — coagulagio)9]
300
Como controle foram utilizados solugéo salina 0,9% (controle negativo para

Pl =

irritacdo) e lauril sulfato de sodio (LSS) 1% (controle positivo para irritacdo).

4.7 ELABORAQAO DE GEL ANTISSEPTICO A BASE DE QUITOSANA CONTENDO
AGNPS E DETERMINAQAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Para a elaboracdo do gel antisséptico, 1000 mg de quitosana foi solubilizada
em 50 mL de &cido acético 1%, sob agitacdo em vortex por 2 horas. Foi obtida uma
solucdo de quitosana a 20 mg/mL, a qual foi adicionada a solucdo de AgNPs,
resultando em uma mistura na propor¢cdo 3:1 (v/v), que foi homogeneizada em
seguida.

A atividade antimicrobiana do gel antisséptico foi determinada através de
diluicbes seriadas em microplacas de 96 pocos, seguindo a mesma metodologia

apresentada no item 4.5.2.

4.8 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA SINTETIZADAS POR
A. FLAVO-FURCATIS

O processo de sintese de AgNPs foi acompanhado diariamente por cinco dias
observando-se a mudanca de coloracdo caracteristica da reacédo, que ocorre devido
a oscilacao dos elétrons da superficie na mesma frequéncia da luz incidente (Biswas
& Bafubiandi, 2016). Este processo resulta nha formacédo das bandas de ressonancia
plasmodnica de superficie localizada, fenbmeno indicador da presenca de AgNPs na
amostra e que foi registrado através de espectrofotdmetro de UV-Vis, com leituras na
faixa de comprimento de 200 a 800 nm das amostras diluidas em agua deionizada
(1:10, viv).

A técnica de espalhamento dinamico de luz (DLS) foi utilizada para analisar os

seguintes aspectos: potencial zeta (ou elétrico) da superficie de nanoparticulas, que
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permite avaliar a estabilidade das suspensdes de AgNPs; o indice de
polidispersividade (PDI), que indica a distribuicdo dos tamanhos das nanoparticulas;
e o tamanho hidrodindmico das mesmas. Essas trés andlises foram feitas no
equipamento ZetaSizer Nano ZS90 localizado no Laboratério de Biotecnologia
Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba (BIOTECFARM-UFPB).

A determinacdo da forma e do tamanho das AgNPs foi feita por Microscopia
Eletronica de Transmissao-Varredura (STEM) no Laboratério de Compostos Hibridos,
Interfaces e Coloides do Departamento de Quimica Fundamental - UFPE.

Os dados referentes aos grupos quimicos responsaveis pela sintese e
estabilizacdo das nanoparticulas foram obtidos por espectroscopia na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) no Laboratério Multiusuario de
Analises Quimicas (LABMAQ) da UFRPE.

A confirmagcdo complementar da sintese e dados sobre a estrutura
microcristalina das AgNPs foram obtidos por difratometria em um aparelho de difracao
de raios-X da marca Rigaku e modelo SmartLab, na Central Multiusuario do
Departamento de Fisica da UFPE. A amostra foi liofilizada e os parametros adotados
para esta analise foram os seguintes: tensdo de 40 kV, corrente de 30 mA, velocidade

de varredura 2° min-1 com angulo de 26 entre 5 e 90°.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) ao nivel de 95%
de significancia e teste de tukey considerando a diferenca entre as médias dos grupos
significativa quando p>0,05 (software MiniTab® versdo 21.2.0.) Os graficos foram
confeccionados no software Origin versdo pro 8.5.1 SR2 e as imagens das

nanoparticulas foram analisadas no software Image J.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CULTIVO DE ASPERGILLUS FLAVO-FURCATIS EM MEIO SOLIDO

As linhagens de Aspergillus flavo-furcatis apresentaram as caracteristicas
morfoldgicas tipicas do género e espécie sem alteracdes fisiologicas, mostrando-se
vidveis para ensaios biotecnolégicos, conforme Raper and Fennel (1977) e Klich and
Pitt (1988).
Figura 5. Cultivo de Aspergillus em agar Czapek-Dox (A) e estrutura reprodutiva em
microscopia éptica (B) com aumento 20x.

5.2 CULTIVO SUBMERSO DE ASPERGILLUS E OBTENCAO DO EXTRATO
AQUOSO MICELIAL
Todas as amostras das 3 linhagens de Aspergillus flavo-furcatis produziram

biomassa, a partir da qual foram obtidos os extratos aquosos miceliais.



35

Figura 6. Biomassa separada do extrato bruto (A); extrato aquoso obtido da biomassa

apos 72h em agitacdo a 180 rpm e a 25 °C (B); extrato aquoso recuperado da

biomassa por filtracéo a vacuo (C).

5.3 OTIMIZAGAO DA SINTESE BIOLOGICA DE NANOPARTICULAS DE PRATA

MEDIADA POR ASPERGILLUS FLAVO-FURCATIS
5.3.1 Variagdo da concentracdo do extrato aquoso
5.3.1.1 Aspecto visual e espectrofotometria de UV-Vis

Nesta etapa da pesquisa, todas as 12 amostras, sendo 4 de cada linhagem, em

diferentes condi¢ces de diluicdo, apresentaram mudanga de coloragdo (figura 7),
indicando biorreducdo apos adicdo de AgNOs e reacdo desta mesma substancia com
moléculas produzidas pelas linhagens testadas, possivelmente nitrato-redutases
dependes de cadeia transportadora de elétrons (Duran et al, 2011). Dentro de cada
grupo de amostras por linhagem, é possivel observar tons de marrom-amarelado que
variam conforme a diluicdo da amostra (figuras 8, 9 e 10). Mudancas para tons de
marrom-amarelado foram observadas em diversos experimentos de sintese de
nanoparticulas envolvendo espécies de Aspergillus (Al Juraifani, 2015; Silva et al.,
2017; Gomes, 2019).
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Figura 7. Extrato aquoso da biomassa de Aspergillus flavo-furcatis sem AgNOs (A) e

a mudanca de coloracéo resultante da reacdo com AgNOs (B).

Através de espectrofotometria de UV-Vis, foi observada a formacéo de bandas
de ressonancia plasmoénica de superficie, cujos picos de absorvancia foram
registrados na faixa de comprimento de onda entre 428 e 440 nm nas 12 amostras
(figuras 8, 9 e 10), confirmando a presenca de nanoparticulas de prata. Silva et al.
(2017) registrou picos de absorvancia entre 420 e 455 nm para nanoparticulas de
prata biossintetizadas por intermédio de Aspergillus flavo-furcatis. Para outras
espécies do mesmo género, como A. fumigatus, A. clavatus, A. niger, A. flavus,
Zomorodian et al. (2016) e Gursoy (2020) registraram picos de absorvancia entre 420

e 430 nm.
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Figura 8. Espectros de absorcdo das AgNPs sintetizadas a partir dos extratos aquosos
da biomassa de A. flavo-furcatis DPUA 1493 para cada diluicdo (esquerda); e as
misturas reacionais referentes a mesma linhagem e as 4 concentracfes de extrato
aquoso micelial, com mudanca de coloracdo caracteristica da reagdo de sintese
(direita).
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Figura 9. Espectros de absorcao das AgNPs sintetizadas a partir dos extratos aquosos
da biomassa de A. flavo-furcatis DPUA 1622 para cada diluicdo (esquerda); e as
misturas reacionais referentes a mesma linhagem e as 4 concentracfes de extrato

aquoso micelial, com mudanca de coloracdo caracteristica da reagdo de sintese
(direita).
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Figura 10. Espectros de absorcdo das AgNPs sintetizadas a partir dos extratos
aguosos da biomassa de A. flavo-furcatis DPUA 1623 para cada diluicdo (esquerda);
e as misturas reacionais referentes a mesma linhagem e as 4 concentracdes de

extrato aquoso micelial, com mudanca de coloragdo caracteristica da reagcdo de
sintese (direita).
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Nas tabelas 4 e 5, € possivel observar que os maiores picos de absorvancia
foram registrados para amostras cujas diluicbes do extrato aquoso em agua
deionizada ultrapura sdo 3:1 e 1. A linhagem com os menores picos foi a 1623, mesmo
na amostra ndo diluida. Entre todas as amostras, a 1622-4 apresentou 0 maior pico
de absorcao, portanto, maior quantidade de nanoparticulas (Zomorodian et al. 2016).
1622-4 também apresentou o pico mais estreito (figura 9), indicando menor variacédo
de tamanho das nanoparticulas (Chen et al., 2008) em comparacdo com as demais
amostras.
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Tabela 4. Parametros dos espectros de UV-vis do extrato aquoso micelial de
Aspergillus em diferentes diluicdes com adicdo de AgNOz 1 mmol.L, obtidos apés
96 h de reacéo.

Absorbancia Pico de Ponto central

Amostra/Diluicdo (a 420 nm) Absorbancia (u.a.) da BRPS (nm)
1493-1/1:3 0,143 0,148 435
1493-2/1:1 0,293 0,300 431
1493-3/3:1 0,388 0,416 439
1493-4/1 0,509 0,554 440
1622-1/1:3 0,224 0,227 429
1622-2/1:1 0,371 0,378 429
1622-3/3:1 0,499 0,511 430
1622-4/1 0,594 0,620 434
1623-1/1:3 0,061 0,061 428
1623-2/1:1 0,136 0,14 435
1623-3/3:1 0,251 0,259 435
1623-4/1 0,377 0,395 436

Tabela 5. Médias dos picos de absorvancia por diluicdo

Diluicéo Média Abs (420 nm)
1:3 0,14+0,08 a
1:1 0,27 +0,12 ab
31 0,37+0,12 ab
1 0,49+0,11b

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

5.3.1.2 Espalhamento dinadmico de luz (DLS)

As analises por espalhamento dinamico de luz (Tabela 6) demonstraram que
as amostras de AgNPs de A. flavo-furcatis possuem tamanhos hidrodinamicos dentro
da escala nanométrica para as trés linhagens testadas, com excecdo da amostra
1623-2. O indice de polidispersividade das amostras variou entre 0,31 e 0,45. De
acordo Danaei et al. (2018), populacdes de nanoparticulas monodispersas
apresentam PDI menor que 0,3. O potencial Zeta de todas as amostras variou entre -
5,01 mv e -17,9mv. Valores dentro desta faixa foram registrados por Balakumaran et
al. (2016) e Lotfy et al. (2021) para nanoparticulas de prata sintetizadas por A. terreus.
Segundo Andrade (2013), uma alta estabilidade eletrostatica pode ser atingida quando

o potencial Zeta € < -30 mV ou = 30 mV.
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Tabela 6. Tamanho hidrodindmico, polidispersividade (PDI) e potencial Zeta das
suspensfes de nanoparticulas biossintetizadas por intermédio de A. flavo-furcatis

utilizando extrato aquoso micelial em diferentes diluicdes.

Amostra  Tamanho (nm) Pdi Potencial Zeta (mv)
1493-1 53,52 +1,30 0,32 +0,03 -17,10 3,11
1493-2 49,21 +2,33 0,36 +0,02 -07,62 +0,63
1493-3 56,55 +1,09 0,31 +0,04 -15,03 £1,27
1493-4 62,12 1,67 0,40 £0,03 -17,90 +2,35
1622-1 77,38 0,82 0,44 +0,03 -07,66 +1,38
1622-2 48,83 £0,52 0,36 +0,05 -14,60 +3,10
1622-3 58,23 £0,79 0,44 +0,00 -11,33 2,24
1622-4 52,67 £1,08 0,34 +0,06 -10,50 +0,40
1623-1 97,51 +1,41 0,38 +0,03 -05,01 +0,89
1623-2 110,63 £12,03 0,42 +0,01 -14,27 +5,75
1623-3 47,33 +1,11 0,35 +0,04 -11,65 +3,54
1623-4 47,52 0,79 0,45 £0,02 -12,60 = 2,08

5.3.1.3 Ensaio antimicrobiano por difusdo em agar por poco

No ensaio antimicrobiano por difusdo em agar por poco, quatro amostras
apresentaram atividade inibitéria contra 75% das cepas bacterianas testadas (Tabela
7). Contra E. faecalis apenas uma amostra,1622-4, apresentou efeito inibitério; contra
E. coli, 75% das amostras se mostraram efetivas, com a amostra 1622-4
apresentando o maior halo de inibicdo (1,1 cm); contra P. aeruginosa, apenas trés
amostras foram efetivas, no entanto, com halos de inibicAo menos expressivos em
1623-3 e 1623-4; contra S. aureus, cerca de 83% das amostras demonstraram efeito
inibitério, com maior halo de inibicdo correspondendo a amostra 1623-4. Todas as
doze amostras apresentaram atividade inibitéria contra as cepas de leveduras
testadas (Tabela 8). As amostras 1622-3 e 1622-4 apresentaram os maiores halos de
inibicdo tanto contra C. albicans quanto contra C. krusei. A primeira cepa se mostrou
mais suscetivel a acao inibitoria das suspensdes de AgNPs de um modo geral. Estes
resultados corroboram os achados de Hassan et al. (2015), Mehmetoglu et al. (2021)
e Lotfy et al (2021), que demonstraram a agdo antimicrobiana de AgNPs sintetizadas

por A. flavus, A. niger e A. terreus contra E. coli, P. aeruginosa, S. aureus e C. albicans.
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Tabela 7. Didmetro médio (cm) e desvio padrdo dos halos de inibicdo microbiana por

acao das nanoparticulas de prata sintetizadas por A. flavo-furcatis contra bactérias.

Amostra E. faecalis E. coli P. aeruginosa S. aureus
1493-1 0,0+£0,00 0,0+0,00c 0,0+0,00b 0,2+0,00b
1493-2 0,0+£0,00 055+0,05b 0,0+0,00b 0,4+0,00a
1493-3 0,0+£0,00 0,83+0,05a 00+000b 0,47+0,05a
1493-4 0,0 £ 0,00 0,8+0,0a 0,3+0,0a 0,4+0,00a
1622-1 0,0+0,00 06x0,05c 0,0 £ 0,00 0,2+0,00 b
1622-2 0,0+0,00 0,7+0,05c 0,0 £ 0,00 0,2+0,00 b
1622-3 0,0+0,00 09+0,06b 0,0 £ 0,00 0,2+0,06b
1622-4 04+000 1,1+0,00a 0,0 + 0,00 0,5+ 0,06 a
1623-1 0,0+£0,00 0,0£0,00b 0,0+0,00b 0,0+0,00c
1623-2 0,0+0,00 0,0+0,00b 0,0+0,00b 0,0+0,00c
1623-3 0,0+£0,00 0,7+0,05a 0,1+0,00a 0,2+0,00b
1623-4 0,0+£0,00 0,7+0,00a 0,1+0,05a 0,6 £ 0,06 a

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

Tabela 8. Diametro médio (cm) e desvio padrdo dos halos de inibicdo por acdo das

nanoparticulas de prata sintetizadas por A. flavo-furcatis contra leveduras.

Amostra C. albicans C. krusei
1493-1 0,3t0,06a 0,2+0,00c
1493-2 0,4+0,00a 0,2+0,06 bc
1493-3 0,4+0,12a 0,3t0,06ab
1493-4 0,4+0,06a 0,4+0,06a
1622-1 0,4+0,00c 0,3t0,06b
1622-2 0,5+0,00bc 0,3+0,06 b
1622-3 0,6+ 0,06 ab 0,4+ 0,00 ab
1622-4 0,7+0,06a 0,5+0,00a
1623-1 0,2¢0,00c 0,2+0,00b
1623-2 0,3+0,06 bc 0,2+ 0,00 b
1623-3 0,4+0,06ab 0,3+0,00a
1623-4 0,4+0,00a 0,3t0,00a

Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 11. Atividade antimicrobiana das AgNPs sintetizadas por A. flavo-furcatis contra

E. coli (A) e C. albicans (B): halos de inibicdo formados por cloranfenicol (a/A) e
itraconazol (a/B), por AgNOs (b) e por AgNPs (c).

5.3.2 Variagéo de temperatura, pH e concentracao de nitrato de prata
5.3.2.1 Aspecto visual e espectrofotometria de UV-Vis

Considerando os resultados da espectrofotometria de UV-Vis, DLS e do ensaio
antimicrobiano da etapa anterior, o extrato aquoso utilizado para a sintese nesta etapa
da pesquisa néo foi diluido.

Em doze ensaios executados, seis apresentaram mudanca de coloragéo
caracteristica de biossintese de nanoparticulas de prata apos adicdo de AgNOs
(figuras 12, 13 e 14); sendo elas uma amostra submetida a incubacéo a 28 °C e uma
a 38 °C (ambas com pH 10 e AgNOs3 1,5 mmol.L!), e as quatro amostras de ponto
central, incubadas a 33 °C, com pH 8 e AgNOz 1,0 mmol.L*. A figura 15 mostra as
bandas de ressonancia plasmoénica formadas para as 6 amostras, bem como o
espectro de absorvancia para todos os doze ensaios, revelando diferentes resultados
da reacdo entre extrato aquoso e AgNOs sob influéncia das diversas condi¢des
testadas.
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Figura 12. Mudanca de coloragdo da mistura reacional apos adicdo de AgNOs ao
extrato aquoso e incubacdo a 28° C em diferentes condicbes (1-4) de pH e

concentracédo de AgNO:s.
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Figura 13. Mudanca de coloracdo da mistura reacional apos adicdo de AgNOs ao
extrato aquoso e incubagdo a 38° C em diferentes condicbes (1-4) de pH e

concentracdo de AgNO:s.
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Figura 14. Mudanca de coloracdo da mistura reacional das quatro amostras do ponto

central apds adicdo de AgNOs ao extrato aquoso [EX.A.] e incubacdo a 33°C, pH e
AgNOs [1 mmol.L?]

Figura 15. Espectro de absorvancia das misturas reacionais de extrato aquoso micelial
de A. flavo-furcatis e AgNO3s submetidas a diferentes condi¢cdes de temperatura, pH e
concentracédo de AgNOs; formacéo de bandas de ressonancia plasmonica para 1622-
D, 1622-H e 1622-PC3.
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A tabela 9 mostra que picos de absorvancia ocorreram nas faixas entre 428 e

435 nm, e variaram entre 0,195 e 0,914 u.a., sendo os maiores associados as amostra
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1622-D (0,514 u.a.) e 1622-H (0,914 u.a.). Estes dois maiores picos de absorvancia
ocorreram em condicfes diferentes de temperatura, 28 °C e 38 °C, respectivamente;

mas nas mesmas condicées de pH (6) e concentracdo de AgNOs (1,5 mmol.L?).

Tabela 9. Parametros dos espectros de UV-vis do extrato aquoso micelial de
Aspergillus com adicdo de AgNOs 1 mmol.L!, obtidos apds 96 h de reacédo, sob

diferentes condicfes de sintese.

Concentracao
Temperatura de AgNO3 Pico de Absorvancia Ponto central
Ensaio pH (°C) (mmol.L?) (a.u.) da BRPS (nm)
A 6,0 28 °C 0,5 - -
B 6,0 28 2C 1,5 - -
C 10,0 28 °C 0,5 - -
D 10,0 28 °C 1,5 0,514 434
E 6,0 38 2C 0,5 - -
F 6,0 38 2C 1,5 - -
G 10,0 38 C 0,5 - -
H 10,0 38 ¢C 1,5 0,914 428
PC-1 8,0 33eC 1,0 0,206 435
PC-2 8,0 33eC 1,0 0,195 434
PC-3 8,0 33eC 1,0 0,254 435
PC-4 8,0 33eC 1,0 0,231 435

Na figura 16, o grafico de Pareto mostra a interagdo das variaveis avaliadas
gue influenciaram na sintese de nanoparticulas mediada por A. flavo-furcatis DPUA-
1622. Todos os fatores, analisados de forma isolada, bem como todas interacdes
possiveis entre eles tiveram efeitos significativos (p > 0,05) sobre o processo de
sintese; o pH foi o fator com maior relevancia, seguido pela concentracdo e pela
interacdo entre esses dois fatores. O grafico de superficie de Absorvancia x
Concentragdo x pH (figura 17) mostra que a melhor condicdo de sintese, entre todas
gue foram avaliadas nesta pesquisa, consiste em extrato aquoso ajustado para pH
10,0 e AgNOs na concentracéo 1,5 mmol.L. Avaliando a sintese de AgNPs por A.
sydowii, Wang et al. (2021) registrou os maiores picos de absorvancia a 50 °C, com
pH 8 e concentracdo de AgNOs 1,5 mmol.L ; enquanto Gomes et al. (2020) observou
0s maiores picos associados ao pH 9 e concentragdo de AgNOz 1,5 mmol.L! para A.

flavo-furcatis.
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Figura 16. Grafico de Pareto dos Efeitos Padronizados.

Termo 3,‘3
T
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Figura 17. Gréfico de superficie de Absorvancia x Concentracdo de AgNOs x pH.
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5.3.2.2 Espalhamento dinamico de luz (DLS)

As amostras 1622-D, 1622-H e 1622-P3 (amostra de ponto central com melhor
resultado quanto ao pico de absorvancia) foram avaliadas quanto ao potencial Zeta,
PDI e tamanho hidrodinamico pela técnica de espalhamento dinamico de luz (DLS) e
os dados obtidos estdo apresentados na tabela 10. Essas nanoparticulas
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apresentaram tamanho hidrodinamico entre 42,10nm e 63,68 nm, sendo as menores
delas provenientes da amostra 1622-PC3. O indice de polidispersividade variou entre
0,34 e 0,59, sendo o0 menor deles correspondente a amostra 1622-H. Valores de PDI
abaixo de 0,3 tendem a apresentar populagdes com menor variagdo de tamanho ou
monodispersas (Honary et al, 2013). O potencial Zeta das nanoparticulas variou entre
-8,64mV e -12,13 mV. Suspensdes de AgNPs estaveis apresentam potencial Zeta < -
30 mV ou = 30 mV (Clogston & Patri, 2010).

Tabela 10. Tamanho hidrodinamico, polidispersividade (PDI) e potencial Zeta das
suspensdes de nanoparticulas biossintetizadas por intermédio de A. flavo-furcatis em

diferentes condicfes de temperatura, pH e concentracdo de AgNOs.

. Temperatura AgNO Tamanho . Potencial
Ensaio pH r()"C) (r[nrflol.ljzll) (nm) Pdi Zeta (mv)
D 10 28 °C 1,5 63,68 +0,63a 0,44+0,02b -8,64+2,55a
H 10 38 2C 1,5 46,99 +0,45b 0,3410,00c -11,24+1,79a
PC-3 8 332C 1 42,10 £+0,57c 0,590,062 -12,1310,98a

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

5.3.2.3 Ensaio antimicrobiano por difusdo em &gar por pogo

As amostras 1622-D, 1622-H e 1622-P3 foram avaliadas quanto ao seu
potencial antimicrobiano pela difusdo das suspensdes de AQNPs em agar por pogos
de 8 mm. Os dados obtidos estédo apresentados na tabela 11 e 12. A amostra 1622-D
apresentou efeito inibitério contra as quatro cepas bacterianas selecionadas para o
estudo; o menor halo de inibic&o corresponde a E. faecalis (0,2 mm) e maior a E. coli
(0,6 mm). A amostra 1622-PC3 apresentou efeito inibitério contra as cepas de E.
faecalis, E. coli e S. aureus, mas com resultados inferiores em relacdo a amostra 1622-
D. A amostra 1622-H ndo se mostrou efetiva contra as cepas bacterianas testadas.
Nesta etapa do trabalho, E. coli se mostrou mais suscetivel aos efeitos
antimicrobianos das AgNPs, enquanto P. aeruginosa sofreu inibicdo apenas quando
submetida a amostra 1622-D. Embora E. faecalis tenha sido afetado pela acdo de
1622-D e 1622-PC, os halos de inibicdo foram 0s menos expressivos. Contra as cepas
de leveduras, todas as amostras apresentaram acao inibitoria. 1622-D apresentou 0s
maiores halos de inibicdo com médias significativamente diferentes das outras
suspensdes de AgNPs testadas e C. albicans foi a levedura mais suscetivel a acao

inibitéria das trés amostras. Estes resultados estdo de acordo com o que a literatura



49

tem revelado a respeito de AgNPs biossintetizadas e seus efeitos inibitérios contra
esses mesmos microrganismos (Sanjenbam et al. 2014; Duran el al. 2016; Siddiqui et
al. 2018).

Tabela 11. Diametro médio (cm) e desvio padréo dos halos de inibicdo microbiana por

acao das nanoparticulas de prata sintetizadas por A. flavo-furcatis contra bactérias.

Amostra E. faecalis E. coli P. aeruginosa S. aureus

1622-D 0,2£0,00a 0,6+£0,00a 0,4+ 0,06 a 0,4+ 0,06 a
PC 0,2£0,00a 0,4+0,06b 0,0£0,00 b 0,3+ 0,00 b
1622-H 0,0£0,00b 0,0£0,00c 0,0£0,00 b 0,0+ 0,00 ¢

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

Tabela 12. Diametro médio (cm) e desvio padréo dos halos de inibicdo microbiana por
acdo das nanoparticulas de prata sintetizadas por A. flavo-furcatis contra leveduras.

Amostra C. albicans C. krusei

1622-D 0,7£0,00a 0,5+0,06a
PC 0,4+0,06b 0,3t0,00b
1622-H 0,5£0,06b 0,2+0,06b

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

5.3.2.4 Determinacao da Concentracao Minima Inibitoria (CMI)

Os dados obtidos no ensaio para determinacdo da concentragcdo minima
inibitéria das AgNPs estdo apresentados na tabela 13. A amostra 1622-D apresentou
efeito inibitdrio contra todos os seis microrganismos testados, com melhor resultado
contra S. aureus, obtendo 92% de inibicio com 40 pyL da suspensédo de
nanoparticulas. A amostra 1622-PC3 apresentou efeito inibitério contra as cepas de
E. faecalis, E. coli e C. krusei, obtendo melhores resultados contra as duas cepas
bacterianas, com 50 pL de suspensdo. A amostra 1622-H conseguiu inibir o

crescimento apenas de S. aureus, atingindo 91% de inibigcdo com 50 pL da suspenséo.
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Tabela 13. Concentragdo minima inibitoria das suspensdes de AgNPs sintetizadas por
A. flavo-furcatis sob diferentes condi¢cdes de temperatura, pH e concentracdo de
AgNO:s.

S. aureus E. faecalis E. coli P. aeruginosa C. albicans C. krusei

1622-D
Inibic3o (%) 92 99,8 98,4 99 99 97,3
MIC (pL) 40 60 60 60 60 60

1622-PC3
Inibic3o (%) - 90,9 - 90,5 - 99,8
MIC (pL) - 50 - 50 - 60
1622-H

Inibigdo (%) 91 - - - - -
MIC (L) 50 - . ; ] ]

() Inibicdo abaixo de 90%.

5.3.2.5 Teste de potencial de irritacio em ovo de galinha usando membrana
corioalantoide (HET-CAM)

Como verificado na figura 18, o cloreto de sédio a 0,9% (controle negativo), e
as trés amostras de nanoparticulas de prata (1622-D, 1622-H e 1622-PC3) foram
consideradas como nao irritantes, segundo o ensaio HET-CAM, com PI de 0,0, com
auséncia dos efeitos inflamatorios e vasculares de vasoconstriccdo, hemorragia e
coagulo durante os 300 segundos de observacédo. Por outro lado, como esperado, 0
lauril sulfato de sédio 1% (controle positivo para irritagdo) apresentou Pl de 17,74+0,4,
sendo visualizado vasoconstric¢ao (6,0+1,0 segundos), coagulo (63,0+£3,0 segundos)
e hemorragia (48+3,0 segundos), sendo classificado como irritante severo/grave. Os
resultados obtidos no teste de HET-CAM sugerem que as nanoparticulas de prata
biossintetizadas por A. flavo-furcatis, quanto ao potencial de irritagdo, podem compor
formulacdes antissépticas seguras para uso em humanos.

O ensaio da membrana corioalantoide do ovo de galinha fecundado é
considerado um ensaio de irritacao in vitro, até o 10 ° dia de fecundacéo do ovo, tendo
grande aplicabilidade por ser de baixo custo, ser efetivo, e de rapida analise, quando
comparada com outros testes in vivo, tais como o teste Draizer do olho do coelho
(BAGLEY et al., 1994), para o qual o HET-CAM tem sido proposto como uma
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alternativa in vitro (FREIRE et al., 2015). O ensaio de HET-CAM permite se aferir o
potencial de irritacdo pela visualizagdo de efeitos agudos induzidos por uma
substancia sobre o0s pequenos vasos sanguineos e proteinas da membrana
corioalantéide, uma vez que se assemelha a mucosa de mamiferos (BAGLEY et al.,
1994; FREIRE et al., 2015). Contudo, o ensaio de HET-CAM apresenta algumas
limitacBes, como nado ser possivel a realizacdo do teste quando a substancia a ser
avaliada apresenta alta viscosidade, néo € soluvel em solventes compativeis ao teste,
ou quando é muito opaca ou de cor intensa, dificultando a visualizacdo da membrana
corioalantoide (VARGAS et al., 2007; SAW et al., 2008).
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Figura 18. Determinagdo do potencial de irritagdo pelo ensaio de HET-CAM para as
AgNPs biossintetizadas, e para o controle positivo de irritagdo LSS 1%, sendo Ao =
LSS 1% tempo zero (t0); A1 = LSS 1% tempo 300 segundos (t300s); Bo = 1622-D t0;
B1 = 1622-D t300s; Co = 1622-H t0; C1 = 1622-H t300s; Do = 1622-PC3 t0; D1 = 1622-
PC3 t300s.
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5.4 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA
5.4.1 Espectrofotometria de Luz Ultra Violeta Visivel (UV-Vis)

Os dados relacionados aos espectros de absorvancia e formacao de bandas
de ressonancia plasmoénica de superficie, indicadores de sintese de nanoparticulas
de prata, foram apresentados no item 5.3.1.1 no e item 5.3.2.1 para primeira e

segunda etapas de sintese, respectivamente.

5.4.2 Espalhamento dinamico de luz (DLS)
Os dados relacionados a tamanho hidrodinamico, indice de polidispersividade
e potencial Zeta das nanoparticulas de prata foram apresentados no item 5.3.1.2 no e

item 5.3.2.2 para primeira e segunda etapas de sintese, respectivamente.

5.4.3 Microscopia Eletronica de Transmissédo-Varredura (STEM)

As imagens de Microscopia Eletrénica de Transmissdo-Varredura (figura 19A,
20A e 21A) mostraram que as AgNPs sintetizadas por A. flavo-fucartis apresentam
formas variadas, incluindo nanoparticulas esféricas, octogonais, elipsoides,
nanobastées e, com menor frequéncia, triangulares. O tamanho médio das
nanoparticulas, segundo os histogramas (figuras 19B, 20B e 21B) , foi de 44 nm para
a 1622-D, com a maioria das particulas se concentrando na faixa de 40 a 45 nm; 40
nm para 1622-H, com maioria entre 40 e 45 nm; e 43 nm para 1622-PC3, com maioria
localizada entre 41,9 e 47,5. Alhazmi (2022) obteve AgNPs esféricas com 14 a 16 nm
de didametro a partir de A. niger. Lotfy et al. (2021), em estudo com A. terreus, registrou
nanoparticulas de prata com o mesmo formato, com medidas de diametro entre 7 a
23 nm, sendo de 14 nm as mais frequentes, enquanto as AgNPs sintetizadas por A.
tubingensis apresentaram diametro médio de 35 nm no experimento realizado por
Rodriguez et al. (2021). Silva et al. (2017) registrou formas esféricas e triangulares

com diametro médio de 61 nm associados a A. oryzae.
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Figura 19. Imagem de microscopia eletrdnica de transmissdo das AgNPs sintetizadas

por A. flavo-furcatis (esquerda) e histograma de distribuicdo das AgNPs em funcao do

diametro (direita) referentes a 1622-D.
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Figura 20. Imagem de microscopia eletronica de transmissédo das AgNPs sintetizadas
por A. flavo-furcatis (esquerda) e histograma de distribuicdo das AgNPs em funcédo do

diametro (direita) referentes a 1622-H.
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Figura 21. Imagem de microscopia eletrdnica de transmissédo das AgNPs sintetizadas
por A. flavo-furcatis (esquerda) e histograma de distribuicdo das AgNPs em funcao do
diametro (direita) referentes a 1622-PC3.
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5.4.4 Espectroscopia naregido do infravermelho com transformada de Fourier

(FTIR)

Através de espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR), foi possivel analisar os modos vibracionais das amostras 1622-D,
1622-PC3 e 1622-H. Dois picos distintos foram obtidos (figuras 22, 23 e 24) para as
trés amostras: 3310 cm, correspondente ao estiramento do grupo funcional N-H da
amina primaria da proteina; e 1630 cm™, que corresponde ao estiramento C=C. Este
espectro de infravermelho aponta para a ocorréncia de compostos associados as
moléculas envolvidas tanto na redugdo de ions de prata quanto na estabilizacdo de
nanoparticulas (LOTFY et al., 2021; RAI, et al., 2021).



Figura 22. Espectro de FTIR da solugdo de AgNPs da amostra 1622-D.
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Figura 23. Espectro de FTIR da solucdo de AgNPs da amostra 1622-PC3.
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Figura 24. Espectro de FTIR da solugdo de AgNPs da amostra 1622-H.
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5.4.5 Difracéo de raios-X (DRX)

Os padrdes de difracdo de Raios X das AgNPs confirmaram a natureza
cristalina da amostra 1622-D e a presenca de prata pura na solugcéo de nanoparticulas
submetidas a difratometria. As cinco bandas distintas em 37,97°, 44,29°, 64,66°,
77,46° e 81,44° apresentadas na figura 25 correspondem, respectivamente, aos
planos (111), (200), (220), (311) e (222), relacionados as faces cubicas centradas
(FCC) de nanoparticulas de Ag® (Crystal Structure Database-ICSD/Code 64,994) com
um parametro de rede de a = 4,077 A. O difratograma ndo mostrou picos de padrao
associados a possiveis subprodutos como nanoparticulas de cloreto de prata (AgCl),
oxido de prata (Ag20), entre outros, o que indica alto grau de pureza das AgNPs (Chen
et al., 2008; Duran et al., 2016) da amostra 1622-D.
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Figura 25. Padrao de DRX das AgNPs sintetizadas por de A. flavo-furcatis.
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5.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO GEL POLIMERICO A BASE DE QUITOSANA
CONTENDO AGNPS

A formulacdo de gel a base de quitosana contendo as AgNPs, assim como o
gel sem as nanoparticulas, foram testados no ensaio de determinacdo da
concentracdo minima inibitoria e os dados obtidos estdo apresentados na tabela 14.
O gel de quitosana sem AgNPs conseguiu inibir o crescimento de todos os seis
microrganismos testados, com maior porcentagem de inibicdo contra as duas
linhagens de leveduras. O gel de quitosana com AgNPs também apresentou efeito
inibitério contra todos 0s microrganismos testados e obteve melhores resultados,
notadamente contra S. aureus e C. albicans, atingindo 95,9% de inibicdo com 50 pL
da suspenséo. O efeito antimicrobiano de quitosana é bastante relatado na literatura
e sua acdo inibitéria é dependente de suas propriedades fisico-quimicas e do
microrganismo alvo (Shih et al., 2019; Yuan et al., 2020; Ke et al., 2021). O efeito
sinérgico entre quitosana e AgNPs também tem sido alvo de uma série de estudos,
incluindo geéis poliméricos com altos graus de inibicdo contra 0S mesmos

microrganismos utilizados neste trabalho (Polinarski et al. 2021; Zhang et al. 2023).
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Tabela 14. Concentragcdo minima inibitéria do gel de quitosana (branco) e do mesmo

gel contendo AgNPs da amostra 1622-D.

S. aureus E. faecalis E.coli P.aeruginosa C. albicans C. krusei

Gel
Inibicdo (%) 94,3 92,7 91,3 97,1 98,5 99,2
MIC (uL) 60 60 60 60 60 60
Gel+AgNPs
Inibigdo (%) 95,9 99,6 97,6 91,4 95,9 93,2
MIC (pL) 50 60 60 50 50 50

() Inibicdo abaixo de 90%.
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6 CONCLUSOES
Os resultados obtidos através deste trabalho de pesquisa permitem concluir
que:

1. A espécie Aspergillus flavo-furcatis é viavel e eficiente como mediadora de
biossintese de nanoparticulas de prata através das moléculas presentes no
extrato aquoso micelial.

2. Nas condicdes em que foram realizados os experimentos, fatores como pH e
concentracdo de nitrato de prata e a interagdo dos mesmos exerceram
influéncia significativa no processo de sintese de nanoparticulas de prata.

3. O potencial antimicrobiano das nanoparticulas de prata, cuja sintese se deu
por intermédio de Aspergillus flavo-furcatis e em meio alcalino, ficou evidente
contra Escherichia coli (ATCC 25922), Enterococcus faecalis (ATCC 19433),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9028),
Candida albicans (URM 5901) e Candida krusei (URM 6391), com maior acéo
inibidora contra as duas primeiras bactérias.

4. Estas mesmas nanoparticulas de prata, quanto ao potencial de irritacao,
segundo o ensaio HET-CAM, podem compor formulacdes antissépticas
seguras para uso em humanos.

5. A acao antimicrobiana das nanoparticulas de prata associada ao gel polimérico
a base de quitosana é maior contra todos 0os microrganismos testados quando

comparada com a acao das AgNPs isoladas.
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