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Resumo

As nanoparticulas de ouro (AuNPs) tém atraido enorme interesse cientifico e
tecnolégico devido a sua facilidade de sintese, apresentam propriedades distintas
além das decorrentes de seu tamanho reduzido, apresentando aplicagcbées como na
construgdo de biossensores, no tratamento e diagnostico de cancer, além de agir
como agentes antimicrobianos. Métodos quimicos e fisicos sdo usados para
sintetizar NPs; no entanto, os métodos bioldgicos sao preferidos devido as suas
fontes ecoldgicas, sendo a sintese verde de nanoparticulas (NPs) uma ferramenta
promissora e inovadora na bionanotecnologia. Os fungos filamentosos (Ffs) recebem
destaque na literatura pela obtencdo de nanoparticulas metalicas por conta da
diversidade, sendo considerados os mais promissores. Nesse contexto, o presente
trabalho tem como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana da bionanoparticula
AuNP em suspensdo sobre as bactérias Escherichia coli 1PT245, Pseudomonas
aeruginosa IPT236 e Staphylococcus aureus IPT246 e potenciais efeitos toxicos
sobre microalga marinha Chlorella minutissima e microalga de agua doce Chlorella
fusca. A AuNP foi caracterizada por espectrofotometria UV-vis, ‘Dynamic Light
Scattering’ (DLS) e indice de polidispersdo (PDI) e a atividade antimicrobiana
avaliada por concentracdo minima inibitéria utilizando as bactérias patogénicas
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. As microalgas
Chlorella minutissima e Chlorella fusca foram utilizadas para estudos de densidade
celular. Em sintese, a AUNP em suspensao nao apresentou atividade antibacteriana
em nenhuma das concentragdes em que as bactérias patogénicas foram expostas.
Em contrapartida, a AuNP encapsulada com quitosana-alginato obteve atividade
antibacteriana sobre a bactéria gram-negativa E. coli IPT245, e de acordo com 0s
resultados do teste de densidade celular com as microalgas C. minutissima e C.
fusca, pode-se dizer que o uso das AuNPs em meio aquatico pode ser considerado
um risco ambiental, portanto, o residuo e descarte gerado deve ser devidamente
encaminhado. Tendo em vista os resultados obtidos, a biossintese ainda necessita
ser otimizada, explorando principalmente fatores que influenciam no tamanho e
tempo de obtencao do nanomaterial de estudo.

Palavras-chave: Fungo filamentoso, nanoparticula de ouro, imobilizagéo,
Escherichia coli, Chlorella sp.
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1. Introducao
A nanotecnologia esta associada a diversas areas além da biologia, como medicina,
fisica, quimica, e engenharia de materiais, sendo o estudo de manipulagdo da
matéria em escala atbmica e molecular, incluindo as nanoparticulas, substancias
particuladas que abrangem o tamanho de 0 a 100 nanémetros e que contém de 20 a
15.000 atomos, sendo parte importante da nanociéncia [1-4].
Além disso, a nanotecnologia traz um grande interesse econdmico pelo uso das
nanoparticulas, como por exemplo nanoparticula de prata (AgNP), nanoparticula de
ouro (AuNP) e nanoparticula de didxido de titanio (TiO:NP), que possuem agao
antimicrobiana comprovada para o tratamento de infecgées bacterianas como uma
alternativa aos antibiéticos [5], sendo ainda um campo pouco explorado e muito
promissor [6].
As nanoparticulas de ouro (AuNPs) podem ter uma variedade de tamanhos, e com
estabilidade e biocompatibilidade, foram inicialmente utilizadas como sistema de
entrega de drogas, além disso podem transportar peptideos, proteinas e acidos
nucleicos para terapia génica por conta da afinidade de ligacdo as biomoléculas [7].
AuNPs tém atraido enorme interesse cientifico e tecnologico devido a sua facilidade
de sintese [8]. Apresentam propriedades distintas além das decorrentes de seu
tamanho reduzido, como as propriedades Opticas, eletrénicas, magnéticas e
cataliticas. Sendo assim, a AuNP possui aplicacbes como na construcido de
biossensores, em sistema de liberagao gradativa de drogas, lubrificantes, células
solares, catalise, bioimagem, antioxidante e no tratamento e diagndstico de cancer,
além de agir como agentes antimicrobianos. Entretanto, AuNPs séao
termodinamicamente instaveis e tendem a coalescer, formando agregados de
tamanhos maiores os quais resultam na perda de suas propriedades [9-11].
As AuNPs de tamanho de 1,5 a 10 nm sao geralmente sintetizadas por tratamento
quimico e utilizadas para aplicagbes biomédicas, na imagem de tecidos por
exemplo, além de serem utilizadas para tratamento de fibras de 1& ou algodéo
trazendo uma coloragao permanente de téxteis de valor econémico e industrial [12,
13] . As aplicagbes das nanoparticulas de ouro sdo muito variadas, podendo
também serem usadas na purificagdo de agua e controle de poluigao [14], além de
componentes para cremes antienvelhecimento [15], desta forma, a quantidade de
AuNPs consumidas anualmente € incerta, mas estima-se que seja em torno de 3
toneladas métricas, sendo assim muito utilizada na industria [16].
A sintese verde de nanoparticulas (NPs) usando células vivas € uma ferramenta
promissora e inovadora na bionanotecnologia. Métodos quimicos e fisicos séo
usados para sintetizar NPs; no entanto, os métodos biolégicos séo preferidos devido
as suas fontes ecoldgicas, limpas, seguras, econdmicas, faceis e eficazes de alta
produtividade e pureza [17]. A biossintese pode ser realizada através de
microrganismos como bactérias e fungos filamentosos, tornando assim o processo
menos téxico, sendo que poucos microrganismos foram testados para a produgao
de AuNPs, e menos de 30 espécies de fungos utilizadas apesar da grande
capacidade biossintética de AuNP por bactérias e fungos, que sugere a reducao de
Au?* formando nanoconjugados de proteinas metalicas como uma resposta comum
ao estresse toxico, em que as enzimas necessarias estdo prontamente disponiveis
nesses microrganismos ambientais [18].
Além dos fungos filamentosos e bactérias, plantas, algas, leveduras, actinomicetos e
virus também possuem a capacidade de sintetizar diferentes tipos de
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nanoparticulas, uma forma de sintese que possui cada vez mais importancia por ter
um menor custo e serem mais ambientalmente benignos comparada com a sintese
de nanoparticulas sintéticas [19].

Desta forma, a biossintese de nanomateriais € cada vez mais visada por ter a
facilidade de reducdo dos seus sais a temperatura ambiente, econébmica e nao
toxica. Sendo um 6timo método de produgcdo em grande escala, aléem de como ja
citado ambientalmente benigno e biocompativel [9].

Os fungos filamentosos recebem destaque na literatura pela obtencdo de
nanoparticulas metalicas por conta da diversidade, sdo melhores agentes biogénicos
além de secretarem enzimas extracelulares eficazes na biossintese [20], e possuem
capacidade de produzir maiores concentracbes de proteinas, que auxiliam na
reducdo de ions metdlicos para formas menos téxicas [2]. Ademais, o cultivo em
laboratoério e controle de crescimento € mais facil, tendo assim escala de producgao
com potencial de ampliagéo [20].

Ha uma maior dificuldade de caracterizagdo dos fungos e das nanoparticulas que
eles produzem e acabam os tornando menos estudados em comparagdo aos
demais microrganismos que também possuem a caracteristica de biossintese de
nanoparticulas, como por exemplo, dificuldades financeiras em conseguir
equipamentos e técnicas complexas de caracterizacdo de fungos. Apesar disso, os
fungos possuem vantagens sobre as bactérias no bioprocesso como a possibilidade
de biossintese de AuNPs, por secretar uma grande quantidade de enzimas
extracelulares os tornando melhores candidatos para a sintese verde de AuNPs [18].
Consideradas como alternativa aos antibiéticos as nanoparticulas podem prevenir a
resisténcia microbiana aos medicamentos [21], as nanoparticulas de ouro, AuNPs,
sao facilmente sintetizadas, possuindo um efeito bactericida comprovado e que de
acordo com estudos a nanoparticula induz a formagao de vesiculas que produzem
orificios na membrana da bactéria Escherichia coli, em contrapartida na bactéria
Staphylococcus aureus, tendem a aumentar a concentragédo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) intracelulares, assim as AuNPs se ligam e inibem a transcri¢cao [22].
A atividade antibacteriana e efeito antifungico sao influenciados por diversos
parametros como a forma, o tamanho e a area da superficie da nanoparticula [21].
As AuNPs ja mostraram resultados promissores de efeitos antimicrobianos, com
otimos resultados de inibigcdo devido as suas caracteristicas de tamanho e carga [5,
23]. Em contraponto, de acordo com o estudo de Zhang et al.(2015) as
nanoparticulas de ouro ndo possuem acgao antibacteriana contra S. aureus e E. coli
na faixa de tamanho de 20-30 nm [23].

As AuNPs possuem propriedades fisico-quimicas que as tornam eficientes veiculos
de entrega de farmacos, aumentando assim a atividade antimicrobiana em conjunto
com outras moléculas. Desta forma, a nanoparticula de ouro sintética possui uma
melhora na eficiéncia antimicrobiana de antibidticos lidando até com bactérias
resistentes [23]. Como exemplo, as AuNPs reduzidas pelo antibidtico cefaclor,
possui uma alta atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas S. aureus
e Gram-negativas E.coli comparado com a mesma substancia ou nanoparticula de
ouro separadamente [24]. Quanto aos efeitos em bactérias Gram-negativas ou
Gram-positivas, as bactérias Gram-negativas se demonstraram mais sensiveis a
desinfec¢cado fotocatalitica do que as bactérias Gram-positivas em estudo com
TiO:NP [25].
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Em relacdo aos estudos de ecotoxicologia de nanomateriais, as microalgas do
género Chlorella sdao muito utilizadas para experimentos de fitotoxicidade por terem
um cultivo mais rapido em laboratorio e apresentarem grande produtividade celular,
sendo as espécies C. minutissima e C. vulgaris as mais frequentemente vistas e
estudadas, possuindo grande valor econdémico [26]. Além disso, elas sao
importantes indicadores biolégicos para a detecgdo de nutrientes e substancias
toxicas. Contudo, as microalgas podem reduzir o efeito estufa absorvendo CO: dos
processos de queima de combustiveis fésseis e de praticas agricolas como a
queima podendo também produzir biocombustiveis (como o biodiesel) [27]. A
remogao do gas carbbnico da atmosfera se deve em parte pelas microalgas que
apesar de retirarem o CO. apenas durante o dia, a noite, parte dele é transportado
para as profundezas do oceano para a recirculacdo do carbono nas cadeias
alimentares, desta forma s&o responsaveis por mais de 50% da fotossintese do
planeta, e por estarem em contato direto com a coluna d’agua ou sedimentos séo
muito sensiveis a contaminacao além de possuirem ciclo de vida curtos [28].

As microalgas s&o microrganismos que podem ser encontrados em ambientes
aquaticos, dulcicolas ou marinhos, e no solo, possuem clorofila e demais pigmentos
fotossintéticos. S&do microrganismos muito utilizados em laboratério por conta da
importancia na base da cadeia alimentar, ja que servem como alimento para peixes,
pos-larvas de organismos aquaticos, moluscos e crustaceos, além disso, possuem
facilidade no cultivo, com alto e rapido crescimento [27, 29].

Os impactos dos nanomateriais em ecossistemas aquaticos por conta do
desenvolvimento das industrias que levam a soltura de nanoparticulas de 6xidos
metalicos nesses ecossistemas ainda precisam ser melhor estudados [30]. Apesar
da ecotoxicologia ser uma ciéncia inquestionavel, para entender o destino,
comportamento e toxicidade ambiental de nanoparticulas, é preciso uma maior
integracao entre ambientalistas, quimicos e fisicos [16]. Contudo, por serem parte da
base da cadeia tréfica, os produtores primarios microscopicos ao serem expostos a
poluentes tendem a afetar o restante do ecossistema, e sendo organismos
unicelulares, as microalgas possuem danos inteiramente, afetando assim todo
individuo [16].

O estresse téxico causado pela presenca de nanoparticulas metalicas em ambientes
aquaticos sobre as microalgas pode afetar a fisiologia celular desse microrganismo,
porém algumas NPs sdo mais toxicas que outras, ja que dependem o tamanho e
metal precursor para definir sua toxicidade além das diferengas da sensibilidade
entre as espécies e habitats das microalgas [28].

Em sintese, a bioacumulagdo na cadeia tréfica aquatica € muito preocupante,
residuos orgénicos e nanomateriais como oxidos metalicos podem causar danos na
fisiologia, comportamento e reproducdo de organismos aquaticos, por esses
residuos serem despejados no ecossistema aquatico tendo assim um acumulo na
cadeia alimentar desses organismos, e, contudo em sua maioria sdo residuos de
origem antropoldgica [31].

De acordo com o estudo de Moreno-Garrido et al.[16], a toxicidade das AuNPs pode
ocorrer pela liberacdo de ions metalicos livres no ambiente aquatico. Muito embora,
o ouro seja referenciado como um metal de baixa toxicidade, estudos com o material
em nanoescala devem ser explorados em diferentes organismos.
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2. Objetivos
Avaliar a atividade antimicrobiana da bionanoparticula AuNP em suspensao e
imobilizada sobre as bactérias Escherichia coli IPT245, Pseudomonas aeruginosa
IPT236 e Staphylococcus aureus IPT246 e potenciais efeitos téxicos sobre
microalga marinha Chlorella minutissima e microalga de agua doce Chlorella fusca.

3. Materiais e Métodos
3.1. Fungos

Os fungos marinhos dos géneros Aspergillus e Penicillium e outros encaminhados
para identificacéo a nivel de espécie, Margem Q3 Sedimento (IBCLP1212), Apicum
Q3 Sedimento (IBCLP1213), Margem Q1 Solo (IBCLP1214), Margem Q1 Solo B
(IBCLP1215), Margem Q1 Solo V (IBCLP1216), Margem Q1 Solo D (IBCLP1217) e
Apicum Q4 Sedimento (IBCLP1218), utilizados na biossintese foram isolados de
sedimentos de manguezal e apicum da Estacdo Ecologica de Juréia-ltatins
coletados em 2019 e mantidos na Coleg¢ao de Cultura do Laboratério de Micologia e
Aplicagdes Biotecnoldgicas e Nanotecnoldgicas (MICOBIO-NANOTEC) do Instituto
de Biociéncias do Campus do Litoral Paulista (IB-CLP).
O fungo Rhizopus arrhizus IPT1011 foi cedido pela Colegao de Cultura do Instituto
de Pesquisa Tecnolégica do Estado de Sao Paulo (IPT) e, também, utilizado no
estudo.
A manutencado da viabilidade desses microrganismos foi realizada em placas de
Extrato de Malte e Agar (MEA) modificado, composicao final (g/L): extrato de malte
(20,0), glicose monohidratada (20,0), peptona bacteriolégica (1,0), agar (15,0) sendo
mantidas a 4°C com renovagao mensal das culturas.
Os fungos foram testados de forma individualizada. Foi feita a caracterizagéo a partir
das técnicas de Espectrofotometria de luz (UV-Vis), Potencial Zeta e indice de
Polidispersao (PDlI).

3.2. Biossintese da nanoparticula biolégica

Foram testadas oito linhagens de fungos para biossintese das nanoparticulas de
ouro. Para cada linhagem foram inseridos 5 discos de 6 mm em um frasco
Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio Methylglucose lipopolysaccharide
(MGLP liquido). Estes frascos Erlenmeyer foram incubados por um periodo de 72
horas a temperatura de 30°C e agitacdo de 180 rpm. Apds este periodo, a biomassa
foi filtrada e lavada com agua deionizada por trés vezes. Cerca de 10 g de biomassa
umida foi transferida a um frasco Erlenmeyer de 250 mL preenchido com 100 mL de
agua deionizada estéril, permanecendo a temperatura de 30°C e agitacdo de 180
rom por um periodo de 72 horas. Apds este periodo, a biomassa foi separada
novamente por filtragdo em papel filtro Whatman N°1 e, ao filtrado foi adicionada
uma solugcdo de concentracdo de ouro, feita a partir do precursor quimico acido
tetracloroaurico(lll) tri-hidratado 99% (HAuCl. * 3 H.O), 1 mM, em um frasco
Erlenmeyer de 250 mL, que permaneceu a temperatura de 30°C e agitacdo de 180
rom, por um periodo de 72 horas. Para o controle, o mesmo procedimento foi
adotado, contudo, a biomassa foi autoclavada apds crescimento em MGLP liquido.
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3.3. Caracterizagao das nanoparticulas metalicas

3.3.1. UV-Vis
Os espectros de UV-visivel foram determinados em um espectrofotémetro (U-2000
Hitachi) no intervalo de comprimento de onda de 200-800 nm.

3.3.2. Andlise de tamanho de particula, distribuicdo e carga das

nanoparticulas metalicas

A distribuicdo de tamanho das nanoparticulas (DLS) e indice de polidispersao (PDI)
foram obtidos utilizando o equipamento Dynamic Light Scattering (Zetasizer Nano,
ZS90).

3.4. Acao antimicrobiana de bionanoparticulas
3.4.1. Determinagdo de Concentragao Inibitéria minima (CIM) e
Concentragao bactericida minima (CBM)

Para o ensaio de determinagcdo das CIM foi utilizada a metodologia adaptada
proposta por Mann e Markham [32] utilizando as bactérias Gram-negativas
Escherichia coli |1PT245, Pseudomonas aeruginosa IPT236 e Gram-positiva
Staphylococcus aureus IPT246 cedidas pelo Instituto de Pesquisa Tecnoldgica do
Estado de Sao Paulo (IPT). As bactérias foram crescidas em meio de cultura
Trypticase Soy Broth (TSB), composigao final (g/L): peptona bacteriolégica (17,0),
peptona de soja (3,0), glicose (2,0), cloreto de sddio (5,0), fosfato de dipotassio (2,0),
“overnight”. Foi ajustada a concentracao celular de 1,0x10° UFC.
Para o ensaio foram utilizadas placas de 96 pocos, onde as colunas 1 e 12
continham 200uL de agua destilada, para evitar qualquer contato externo com a
placa. As colunas 1 a 11 continham 150 uL de meio de cultura Trypticase Soy Broth
(TSB). A coluna 3 continha 20 pL de meio de cultura, além dos 150uL, para manter
todos os pogos com a mesma quantidade total de L, total final em cada pogo de
200uL. Em todas as colunas continham 20 L do inéculo. As colunas 2 e 4 a 11
continham 20 uL da bionanoparticula AuNP, ou seu metal precursor, HAuCl. * 3 H:O,
nas concentracées compreendidas entre 2 a 200 yg/mL (2; 5; 10; 20; 50; 75; 100;
200). E as colunas 2 e 3 foram utilizadas como controle positivo, com 20 pL da
solugdo de AgNOs e controle negativo respectivamente. Um volume de 10 pL de
solugdo de Resazurina a 0,01% foi adicionado a todos os pogos. O tempo de
incubacao total foi de 48 horas a 37°C e o teste foi realizado em triplicata, apds este
periodo, foi determinada a concentragdo minima inibitéria (CIM).
As CIMs sao definidas como a menor concentragdo necessaria para impedir o
crescimento microbiano. Dessa forma os dados obtidos foram indicados como IC50,
levando em conjunto as diversas concentragdes de exposi¢ao do composto.
Um segundo teste foi realizado de acordo com o protocolo adaptado descrito por
Abbaszadeh et al. [33] e Li et al. [34] sendo denominado Concentracao bactericida
minima (CBM).
Foram retirados 10 pyL de cada pogo com auséncia de crescimento visivel e
transferida para placas com meio TSA (Tryptic Soy Agar) composicao final (g/L):
peptona bacteriolégica (15,0), cloreto de sédio (15,0), peptona de soja (5,0), e agar
(15,0), por um periodo de 24 horas. Apés o periodo de incubagado, foram
considerados como bactericida os compostos que inibem 100% do crescimento do
microrganismo. O teste CBM foi realizado em triplicata.
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3.5. Imobilizagao de bionanoparticulas

As microcapsulas foram obtidas por gelificagao ionotrépica com alginato de sodio de
acordo com Pereira et al. [35, 36]. A solugdo do biopolimero foi preparada
solubilizando 3,1% (p/v) de alginato de sodio em 10mL de NP bioldgica.
Posteriormente, a solugdo de biopolimero (10mL) foi gotejada em 100mL de uma
solugédo aquosa de cloreto de calcio (0,14M) e 0,2% (p/v) de quitosana usando uma
seringa de infusdo intravenosa de 20mL e 27g de um dispositivo de infusédo
intravenoso. O sistema foi mantido em agitagdao magnética (500 rpm) por 1 minuto.
Aposs o processo de gelificagédo, as microcapsulas foram armazenadas a 4°C.

3.6. Acao antimicrobiana de bionanoparticulas imobilizadas

Em frascos Erlenmeyers de 250 mL de capacidade foi adicionado um volume de
17,5 mL de agua destilada estéril, 2,5 mL de E. coli IPT245 na concentragcédo de
1,0x10” UFC e 0,5-3,0 g de bionanoparticula imobilizada. Os frascos foram
acondicionados em plataforma agitada a 180 rpm e 37°C por 2 dias. Uma solugao de
10 mg L™ de AgNO; foi utilizada como controle positivo, pois foram realizados outros
testes no laboratério MICOBIONANOTEC e comprovada ag¢ao antibacteriana da
solugcdo de AgNO,. E como controle negativo foi utilizada agua estéril. O
experimento foi realizado em triplicata.

3.7. Anadlise ecotoxicologica

3.7.1. Ensaio de fitotoxicidade com Chlorella sp.
As microalgas Chlorella fusca e Chlorella minutissima foram cedidas pelo Banco de
Microrganismos Aidar & Kutner (BMAK) do Instituto Oceanografico da Universidade
de S&o Paulo (IOUSP). A renovagao e manutengao da cultura foi realizada utilizando
o meio de cultura liquido Bold Basal para microalga dulcicola e meio Guillard 35%
para microalga marinha, sob condi¢cdes controladas de 24+1°C, iluminado com um
fluxo de fétons de aproximadamente 50 pmol de féton-m™=-s™, sob um ciclo
claro:escuro de 12:12 horas. Diariamente, ocorreu contagem celular com o auxilio de
uma Camara de Neubauer para a construgdo da curva de crescimento e
determinagao da fase exponencial.

3.7.2. Densidade celular
Os testes de inibicdo de densidade celular foram realizados em placas de 96 pocos,
onde as colunas 1 e 12 continham 200 pL de agua destilada estéril para evitar a
evaporagao e contaminagdo dos pogos, as colunas 4 a 11, continham 170 pL de
inoculo ajustado para a densidade celular de 1,0x10* cel-mL™ em meio de cultura
Bold Basal, microalga dulcicola, ou Guillard 35%, microalga marinha, e 20 pL
nanomaterial, AuUNP, ou seu metal precursor HAuCl: * 3 H:O, nas concentragdes
compreendidas entre 2 a 200 yg/mL. E as colunas 2 e 3 foram utilizadas como
controle positivo, com 20 uL da solucdo de AgNOs, e controle negativo
respectivamente.
A resposta toxica foi avaliada em 24, 48, 72 e 96 horas, apds exposi¢cao por meio da
densidade o6ptica das microalgas em um espectrofotdbmetro UV-Vis. A absorbancia
espectrofotométrica foi medida no comprimento de onda de 670 nm [37, 38]
possibilitando acompanhar o crescimento da microalga durante o experimento. A
incubacao total decorreu em um periodo de 96 horas, mantendo a temperatura
24+1°C. O teste foi realizado em ftriplicata.

Céampus do Litoral Paulista (CLP) - Unidade do Litoral Paulista Praca Infante D. Henrique s/n° - CEP 11330-900 -
Sao Vicente (SP) - Brasil Tel. (13) 3569-7100 - Fax (13) 3569-7146 - coordenadoria@clp.unesp.br
12



4. Resultados e Discussao
4.1. Biossintese e caracterizagao de nanoparticulas de ouro

Foram testados oito fungos para formagédo de nanoparticulas de ouro (AuNP).
Dentre eles, apenas dois apresentaram coloracdo arroxeada (IPT1011 e
IBCLP1212), logo, apenas estes foram levados para caracterizagcdo das
nanoparticulas por DLS (Tabela 1).

A coloracdo da nanoparticula de ouro varia de acordo com seu diametro médio,
podendo ser apresentadas coloragdes de rosa até roxo [13]. Os fungos, IBCLP1213,
IBCLP1214, IBCLP1215 e IBCLP1216 ndo apresentaram mudancga de cor, sugerindo
que nao houve produgao de nanoparticulas de ouro. Os fungos IBCLP1217 e
IBCLP1218 apresentaram mudanga de coloragdo, porém o fungo IBCLP1217
precipitou antes de conseguir uma data para caracterizagcédo e o fungo IBCLP1218
contaminou no transporte para caracterizagao.

Tabela 1. Linhagens fungicas utilizadas e caracterizacdo das nanoparticulas de ouro.
Fungo DLS (nm) PDI

IPT1011 98,48 0,330

Margem Q3 Sedimento 248,30 0,669
IBCLP1212

Apicum Q3 Sedimento néo formou - ndo caracterizado
IBCLP1213

Margem Q1 Solo néo formou - ndo caracterizado
IBCLP1214

Margem Q1 Solo B n&o formou - ndo caracterizado
IBCLP1215

Margem Q1 Solo V n&o formou - ndo caracterizado
IBCLP1216

Margem Q1 Solo D formou - ndo caracterizado
IBCLP1217

Apicum Q4 Sedimento formou - ndo caracterizado
IBCLP1218

As nanoparticulas de ouro apresentaram indice de polidispersao (PDI) relativamente
baixo (Tabela 1). A linhagem IPT1011 apresentou o menor tamanho, 98,48 nm,
sendo assim selecionada para os demais estudos propostos no presente projeto.

Céampus do Litoral Paulista (CLP) - Unidade do Litoral Paulista Praca Infante D. Henrique s/n° - CEP 11330-900 -
Sao Vicente (SP) - Brasil Tel. (13) 3569-7100 - Fax (13) 3569-7146 - coordenadoria@clp.unesp.br
13



4.2. Acao antimicrobiana de bionanoparticulas

4.2.1. Determinagdo de Concentracao Inibitéria minima (CIM) e
Concentragao bactericida minima (CBM)

Foi realizado um teste antimicrobiano (Fig 1, 2 e 3), em que as trés bactérias
patogénicas, Escherichia coli IPT245, P. aeruginosa |IPT236 e S. aureus |PT246,
com concentragdes ajustadas a 1,0x10° UFC, foram expostas a bionanoparticula
AuNP IPT1011 com o tamanho de particulas de 98,48 nm, determinado apods
caracterizagao, além de serem expostas ao seu metal precursor, HAuCl: * 3 H.0O,
nas concentragdes de 2; 5; 10; 20; 50; 100; 200 pg/mL por um periodo de 48 horas a
37°C. As concentragdes nao tiveram efeito em nenhuma das espécies sendo que a
Resazurina a 0,01%, corante utilizado, teve a alteragao de sua coloragao de azul
para rosa, demonstrando assim que ainda esta ocorrendo respiragéo celular, ja que
o corante reage com o oxigénio (O:) [39].

Figura 2. Placas de 96 pogos apds 24 horas de exposicao (a) bactéria Escherichia coli; (b) bactéria
Pseudomonas aeruginosa; (c) bactéria Staphylococcus aureus.

(a) | (b) @

Figura 3. Placas de 96 pogos apds 48 horas de exposigao (a) bactéria Escherichia coli; (b) bactéria
Pseudomonas aeruginosa; (c) bactéria Staphylococcus aureus.

O teste de concentragao bactericida minima (CBM), foi realizado apds as 48 horas
de exposi¢cao ao nanomaterial biolégico e ao seu metal precursor. Porém, conforme
o resultado apresentado pelo teste CIM, apds 24 horas se observou o crescimento
das colénias bacterianas nas placas de meio TSA, confirmando a inatividade
antibacteriana da nanoparticula de AuNP (IPT1011) no tamanho de 98,48 nm
(Figura 4).
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Figura 4. Placas de Petri apds 48 horas de exposi¢do ao metal precursor (a) bactéria Escherichia
coli; (b) bactéria Pseudomonas aeruginosa; (c) bactéria Staphylococcus aureus.

Em alguns artigos as AuNPs ndo mostraram efeito antibacteriano independente da
concentracdo, alegando que atividade antibacteriana n&o consiste nas
caracteristicas das AuNPs [40, 41].

No entanto, existem artigos mais recentes que demonstram toxicidade de AuNPs
para bactérias Gram-negativas como E. coli [16, 42, 43] e S. epidermidis [44], tendo
causas diferentes, por exemplo, enfraquecendo as membranas e causando
respostas de choque térmico, no caso de Moreno-Garrido et al. [16]; e para Cui et al.
[42] as AuNPs exercem sua ac¢ao antibacteriana principalmente de duas maneiras,
uma indicando um declinio geral no metabolismo, outra indicando um colapso do
processo biolégico. Além disso, estudos com bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas mostraram forte atividade antibacteriana de AuNPs [43, 45],
contudo seus tamanhos sao menores que a apresentada neste trabalho, em torno
de 50 nm [44-46] e 2 a 10 nm [43]; Basiratnia et al. [46] sugeriram que a atividade
ocorreu devido a adsorcao e penetracao das AuNPs nas células.

Ja no estudo de Hernandez-Sierra et al. [47] com AuNP de 80 nm contra S. aureus,
as AuNPs mostraram atividade antibacteriana apenas em uma concentragdo muito
alta, de 197 ug/mL, este estudo tem o tamanho e concentragdo mais proximo do
trabalho atual e resultado semelhante, pois concentragdes menores que 197 ug/mL
nao tiveram antibacteriana, neste caso ndo houve atividade antibacteriana, visto que
a AuNP em questao tem o tamanho de 98,48 nm.

Em todos os artigos mencionados previamente os testes utilizados seguiram o
meétodo Kirby-Bauer [48], de difusdo em disco. O atual trabalho nao foi feito de
acordo com esse método, por fazer parte de um projeto maior que pretende ver os
efeitos antibacterianos no meio aquatico, portanto a aplicacédo das AuNPs em placas
de 96 pocos. Talvez, por esse motivo, os resultados antibacterianos foram de
encontro aos estudos que nao houveram atividade, apesar de ter maior exatidao
guando feito em placas de 96 pogos.

4.3. Acao antimicrobiana de bionanoparticulas imobilizadas
Existe ainda o questionamento das AuNPs serem mais eficazes contra bactérias
Gram-negativas devido a fina camada de peptidoglicano na parede celular [49].
Portanto, o teste foi realizado com a bactéria patogénica Gram-negativa, Escherichia
coli IPT245, microrganismo que ja resultou em sérios problemas de saude publica e
perdas econémicas [50, 51], na concentragao celular de 1,0x10’ UFC e com as
concentragdes, 0,5 g; 1,0 g e 3,0 g de bionanoparticula AuNP IPT1011 imobilizada
com microcapsulas de quitosana-alginato. Cada concentracdo e os controles,
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positivo, com a solugdo de 10 mg/L de AgNOs, e negativo, com agua destilada
estéril, foram colocados em frascos Erlenmeyer de 250 mL de capacidade, sendo o
teste feito em triplicata.

A resposta antimicrobiana foi avaliada inicialmente 24 e 48 horas apds exposicao a
bionanoparticula imobilizada, por meio da densidade Optica da bactéria em um
espectrofotometro UV-Vis. A absorbancia espectrofotométrica foi medida no
comprimento de onda de 600 nm (Figura 5).
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Figura 5. Ag¢do antibacteriana de AuNP encapsulada contra E. coli IPT245. Grafico de absorbancia
(abs) por tempo (h) da bactéria E.coli exposta a nanoparticula biolégica AUNP encapsulada, em que
C+ (controle positivo), C- (controle negativo), C1 (0,5g), C2 (1g) e C3 (39).

Em 24 horas, as concentragdes C1, C2 e C3 apresentaram absorbancia de
aproximadamente 20% do valor do controle negativo, sendo respectivamente,
13,5%, 21,5% e 26%. O controle positivo apresentou absorbancia de 13% do valor
do controle negativo. Em 48 horas, as concentragdes C1, C2 e C3 apresentaram
absorbancia de aproximadamente 24% do valor do controle negativo, sendo
respectivamente, 19%, 21,5% e 33%. O controle positivo apresentou absorbéancia de
14% do valor do controle negativo. O valor em 24h e 48h nao alterou
significativamente em nenhuma das concentragoes.

Pode-se afirmar com esse teste que as concentragdes testadas se assemelham ao
controle positivo, havendo atividade antibacteriana tal qual a solugdo de 10 mg/L de
AgNOS.

Nao foi feito um estudo prévio sobre a nanocapsula de quitosana-alginato, porém, de
acordo com a literatura, esta possui baixa toxicidade e ndo tem atividade
antibacteriana [52], apesar disso ha um estudo com o nanoencapsulamento que
demonstra ter ocorrido uma alteragdo no tamanho da nanoparticula bioldgica,
ocasionando sua redug¢do, aumentando a eficiéncia da nanoparticula [53], logo tal
resultado pode ter ocorrido no experimento em questao.

4.4. Anadlise ecotoxicolégica
Previamente ao teste de densidade celular, foram feitas as curvas de crescimento
das microalgas Chlorella minutissima e Chlorella fusca, para estabelecer a
concentragao celular ideal, ou seja, a concentragcédo celular analisada um dia antes
da fase exponencial, para assim realizar os testes de fitotoxicidade [34].
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As espécies foram colocadas na plataforma agitadora, a 150 rpm, sob condigbes
controladas de 24+1°C, iluminadas com um fluxo de foétons de aproximadamente 50
pmol de féton-m™=-s™, sob um ciclo claro:escuro de 12:12 horas durante 15 dias.
Diariamente foram feitas as contagens de células totais com o auxilio de uma
Camara de Neubauer, sendo a padronizagdo da contagem de quatro quadrantes
(superior esquerdo e direito, inferior esquerdo e direito).

Apods o periodo de contagem, foi determinado o dia em que a espécie C. minutissima
teve o maior crescimento (exponencial), sexto dia, ja a espécie C. fusca teve seu
maior crescimento no oitavo dia, desta forma as concentracbes ideais sao
encontradas no quinto e sétimo dia respectivamente, estando de acordo com demais
estudos [26, 38, 54, 55].

A interacdo entre as NPs e as microalgas é incerta, sendo o fator de crescimento e
densidade celular o mais monitorado na literatura [56]. Com isso, foi feita a analise
dos graficos apresentados abaixo (Figuras 6, 7, 8 e 9), onde é possivel afirmar que a
maioria das concentragbes da nanoparticula biolégica AuNP e do metal precursor,
HAuCl: * 3 H:0, sob as duas espécies de microalgas, C. minutissima e C. fusca,
pelo periodo de 96 horas, apresentaram efeito inibitorio no crescimento celular, da
espécie exposta, estando de acordo com estudos que afirmam que as microalgas
sdo sensiveis a compostos toxicos, podendo assim, comprometer a produtividade
desses microrganismos [57].

4.41. Chlorella minutissima
Os testes de inibicdo de densidade celular foram realizados em placas de 96 pocgos
e a resposta toxica nas concentragdes de 2; 5; 10; 25; 50; 75; 100; e 200 pg/mL, foi
avaliada em 24, 48, 72 e 96 horas, apds exposicdo por meio da densidade 6ptica
das microalgas em um espectrofotobmetro UV-Vis. O gréfico foi gerado pelo Excel
apos calculo da média dos valores obtidos em triplicata.
Para cada grafico, a absorbancia de 0,140+0,03; corresponde a concentragao
celular de 1x10* cel yL™, nas figuras 6 e 7.
Com base nas figuras 6 e 7, pode-se dizer que a microalga C. minutissima
apresentou inibicdo da densidade celular em todas as concentracdes testadas, tanto
pela nanoparticula biolégica AuNP, quanto pelo metal precursor HAuCl: * 3 H.O,
tendo valores de absorbancia sem diferencga significativa do controle positivo.

0,20 mc
B o

C1
0,15

(3

Absorbancia (abs)

0,10 c4
B c
B cs

c7

0,05

U I 171 O 111117 111111
24 48 72 96

0

c8

Tempo (h)

Figura 6. Fitotoxicidade de Chlorella minutissima exposta a nanoparticula biolégica AuNP. Grafico de

absorbancia (abs) por tempo (h) da microalga Chlorella minutissima exposta a nanoparticula biolégica

AuNP, onde C+ (controle positivo), C- (controle negativo), C1 (2,0 yg/mL), C2 (5,0 pg/mL), C3 (10,0

pg/mL), C4 (25,0 pyg/mL), C5 (50,0 pg/mL), C6 (75,0 uyg/mL), C7 (100,0 pg/mL), C8 (200,0 pug/mL).
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Figura 7. Fitotoxicidade de Chlorella minutissima exposta ao metal precursor HAuCl: * 3 H.O. Grafico
de absorbancia (abs) por tempo (h) da microalga Chlorella minutissima exposta ao metal precursor
HAuCl. * 3 H.O, onde C+ (controle positivo), C- (controle negativo), C1 (2,0 ug/mL), C2 (5,0 pg/mL),
C3 (10,0 pg/mL), C4 (25,0 yg/mL), C5 (50,0 pg/mL), C6 (75,0 pg/mL), C7 (100,0 pg/mL), C8 (200,0
pg/mL).

A toxicidade de NPs tem sido mais associada a redug¢ao de tamanho e agregagao
celular [30, 58], e os efeitos na espécie Chlorella tém como pretexto o fato de serem
unicelulares e, portanto, mais propensas aos efeitos deletérios das NPs. [59]

4.4.2. Chlorella fusca
Os testes de inibicdo de densidade celular foram realizados em placas de 96 pogos.
A resposta téxica nas concentragdes de 2; 5; 10; 25; 50; 75; 100; e 200 uyg/mL, foi
avaliada em 24, 48, 72 e 96 horas, apds exposicdo por meio da densidade 6ptica
das microalgas em um espectrofotobmetro UV-Vis. O gréfico foi gerado pelo Excel
apos calculo da média dos valores obtidos em triplicata.
Para cada grafico, a absorbancia de 0,31510,04; corresponde a concentragao
celular de 1x10* cel uL™, nas figuras 8 e 9.
Com base nas figuras 8 e 9, pode-se dizer que a microalga C. fusca apresentou
inibicdo da densidade celular em todas as concentracdes testadas, exceto a
concentracao 7 na figura 8, tanto pela nanoparticula biolégica AuNP, quanto pelo
metal precursor HAuCl. * 3 H.O. Fora a C7 da figura 8, todas as outras
concentragbes nao apresentaram diferengcas significativas em comparagdo ao
controle positivo.
Pode-se observar o crescimento celular na C7 da figura 8, mas este pode estar
ligado a uma resposta de adaptacao fisiolégica da microalga aos efeitos da
nanoparticula, como visto em Matouke [31].
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Figura 8. Fitotoxicidade de Chlorella fusca exposta a nanoparticula biolégica AuNP. Grafico de
absorbancia (abs) por tempo (h) da microalga Chlorella fusca exposta a nanoparticula biolégica
AuNP, onde C+ (controle positivo), C- (controle negativo), C1 (2,0 pg/mL), C2 (5,0 pg/mL), C3 (10,0
pg/mL), C4 (25,0 pyg/mL), C5 (50,0 pg/mL), C6 (75,0 pg/mL), C7 (100,0 pg/mL), C8 (200,0 pug/mL).
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Figura 9. Fitotoxicidade de Chlorella fusca exposta ao metal precursor HAuCl. * 3 H:O. Grafico de
absorbancia (abs) por tempo (h) da microalga Chlorella fusca exposta ao metal precursor HAuCl. * 3
H:O, onde C+ (controle positivo), C- (controle negativo), C1 (2,0 pg/mL), C2 (5,0 pg/mL), C3 (10,0
pg/mL), C4 (25,0 yg/mL), C5 (50,0 pg/mL), C6 (75,0 pg/mL), C7 (100,0 pg/mL), C8 (200,0 pg/mL).

Pode-se ainda observar que a sensitividade da C. fusca a tanto o metal precursor
como a AuNP ao longo dos dias diminuiu, tendo valores mais altos de absorbancia
conforme os dias, resultado corroborado pelo resultado de Monteiro [60], com
Chlorella vulgaris exposta a nanorods de ouro.

O motivo da toxicidade de AuNPs em microalgas ainda € incerto pois ndo houve um
teste posterior de analise celular das microalgas e na literatura ainda n&o ha um
consenso, sendo necessarios mais estudos para evidenciar o real maleficio dessas
nanoparticulas nao s6 nas microalgas como no ecossistema. [28, 56, 61]

5. Concluséo
Em sintese, a AuNP sintetizada pelo fungo IPT1011 com tamanho de 98,48 nm em
suspensio nao apresentou atividade antibacteriana em nenhuma das concentracdes
em que as bactérias patogénicas E. coli IPT245, P. aeruginosa IPT236 e S. aureus
IPT246 foram expostas. Em contrapartida, a AuNP encapsulada com
quitosana-alginato obteve atividade antibacteriana sobre a bactéria gram-negativa E.
coli IPT245.
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Tendo em vista os resultados obtidos, a biossintese ainda necessita ser otimizada,
explorando principalmente fatores que influenciam no tamanho e tempo de obtencéo
do nanomaterial de estudo. Ademais, o comportamento de AuNPs em cada
ambiente, marinho ou dulcicola é diferente, assim como, espécie-especifico,
portanto, serdo necessarios mais estudos para averiguar a 0s mecanismos exatos
envolvidos entre as nanoparticulas e cada espécie ou cada ambiente.

Além disso, testes com microalgas devem ser realizados em maior escala além de
testes antibacterianos segundo o método de Kirby-Bauer, para confirmacédo dos
dados apresentados neste estudo, pois a escala e métodos feitos podem ter
colaborado para resultados divergentes da literatura.

Por fim, com os resultados do teste de densidade celular com as microalgas C.
minutissima e C. fusca, pode-se dizer que o uso das AuNPs em meio aquatico pode
ser considerado um risco ambiental, portanto, o residuo e descarte gerado deve ser
devidamente encaminhado. Concluindo-se que devem ser feitos testes com
nanoparticulas comerciais para assim comparar o efeito toxico da nanoparticula de
ouro biolégica em relacdo a sintética, além de estudos de longo termo, pouco
encontrados na literatura, que podem servir de base para estudos de risco
ambiental, uma vez que os efeitos de testes de toxicidade de curto prazo podem
subestimar ou superestimar o risco representado pelas AuNPs.
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