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Resumo

Nanopartículas de ouro (AuNPs) biogênicas são consideradas uma alternativa ecológica e

promissora no tratamento de água contra bactérias patogênicas. Os fungos filamentosos (Ff)

são comumente empregados para a síntese de AuNPs, devido à sua facilidade de cultivo,

rápido crescimento e capacidade de sobreviver sob condições extremas. Porém, ainda existe a

necessidade em selecionar Ff capazes de sintetizar AuNPs . Diante deste contexto, o presente

estudo teve como objetivo avaliar dez linhagens de fungos capazes de biossintetizar AuNPs.

Dentre as linhagens selecionadas para o estudo, IBCLP15, IBCLP1212, AQ3A, IPT1011 e

IPT1013 formaram AuNPs. As AuNPs obtidas foram codificadas como AuNPsIBCLP15,

AuNPs1212, AuNPsIPT1011 e AuNPsIPT1013 e caracterizadas por tamanho e morfologia utilizando

as técnicas de espalhamento dinâmico de luz (DLS), potencial zeta (ζ), índice de

polidispersidade (PDI) e microscopia eletrônica de transmissão (TEM). Os nanomateriais

biológicos obtidos apresentaram tamanho médio de 30-100 nm e forma esférica. Apenas

AuNPsIPT1011 e AuNPsIPT1013 apresentaram estabilidade ao longo de um mês. A ação

antimicrobiana das AuNPsIPT1011 em solução coloidal e imobilizada em alginato de sódio foi

avaliada contra as bactérias Gram-negativas Escherichia coli IPT245 e Pseudomonas

aeruginosa IPT365. AuNPsIPT1011 demonstrou ação antimicrobiana para ambas as bactérias em

concentrações superiores a 50 µg·ml⁻¹. Estudos de fitotoxicidade foram conduzidos com a

microalga dulcícola Chlorella fusca. De acordo com os resultados obtidos, após 72h de

exposição a viabilidade celular de C. fusca permaneceu acima de 85%. Portanto, concluímos

que para se ter resultados relevantes sobre os efeitos antimicrobianos e ecotoxicológicos de

AuNPs biogênicas, são ainda necessários estudos complementares associados a completa

caracterização dessas nanoestruturas e também o desenvolvimento de uma metodologia

robusta e padronizada para estudos antimicrobianos e ecotoxicológicos.

Palavras-chave: Micossíntese, Nanopartículas de ouro biogênicas, Alginato de sódio,

Escherichia coli, Desinfecção de água.
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Abstract

Biogenic gold nanoparticles (AuNPs) are currently considered an ecological and promising

alternative in water treatment against pathogenic bacteria. Microorganisms such as

filamentous fungi (Ff) are commonly employed for AuNPs synthesis due to their ease of

cultivation, fast growth and ability to survive under extreme conditions. However, there is still

a need to select Ff capable of synthesizing AuNPs. In this context, the present study aimed to

evaluate ten fungal strains capable of biosynthesizing AuNPs. Among the strains selected for

the study, IBCLP15, IBCLP1212, AQ3A, IPT1011, and IPT1013 formed AuNPs. The

obtained AuNPs were encoded as AuNPsIBCLP15, AuNPs1212, AuNPsIPT1011 and AuNPsIPT1013 and

characterized by size and morphology using dynamic light scattering (DLS), zeta potential (ζ),

polydispersity index (PDI), and transmission electron microscopy (TEM). The obtained

biogenic nanomaterials had an average size of 30-100 nm and spherical shape. Only

AuNPsIPT1011 and AuNPsIPT1013 showed stability over one month. The antimicrobial activity of

AuNPsIPT1011 in colloidal solution and immobilized in sodium alginate was evaluated against

the Gram-negative bacteria Escherichia coli IPT245 and Pseudomonas aeruginosa IPT365.

AuNPsIPT1011 demonstrated antimicrobial activity for both bacteria at concentrations above 50

µg·ml⁻¹. Phytotoxicity studies were conducted with the freshwater microalgae Chlorella

fusca. According to the results obtained, after 72h of exposure, the cell viability of C. fusca

remained above 85%. Therefore, we conclude that further complementary studies associated

with the complete characterization of these nanostructures and the development of a robust

and standardized methodology for antimicrobial and ecotoxicological studies are still

necessary to obtain relevant results on the antimicrobial and ecotoxicological effects of

biogenic AuNPs.

Keywords: Micosynthesis, Biogenic gold nanoparticles, Sodium alginate, Escherichia coli,

Water disinfection.
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1. Introdução

A qualidade da água em níveis aceitáveis para o consumo humano é uma das

necessidades essenciais para a preservação da vida, servindo como elo crucial entre a

sociedade e o meio ambiente e um desafio para o setor de gestão de recursos hídricos [1,2].

As contaminações da água ocorrem devido a alguns fatores-chave, ou seja, lançamento de

efluentes industriais e de esgoto, indústria agrícola, descarte ilegal de lixo e vazamento de

lixiviados de aterros sanitários [3]. O acesso a serviços de água potável e saneamento

administrados com segurança e higiene básica são fundamentais para a manutenção da saúde

humana e ambiental, bem como o pleno desenvolvimento socioeconômico [2]. Deste modo,

obter o acesso universal a serviços gerenciados com segurança é uma prerrogativa na política

de desenvolvimento global, refletida no Objetivo 6 (água limpa e saneamento) dos 17

Objetivos de Desenvolvimento Sustentável (ODS) [4].

A água contaminada tem graves implicações para a saúde humana. De acordo com o

Relatório “World Water Development” disponibilizado pela UNESCO no ano de 2021, cerca

de 829.000 pessoas morrem ao ano por diarréia causada por água contaminada, deste total, 5,3

% das mortes estão associadas a crianças com idade inferior a 5 anos [5]. Esforços de

organizações governamentais e não governamentais para garantir a segurança da água nos

últimos anos falharam em muitas áreas devido à falta de sustentabilidade das infraestruturas

de abastecimento de água [6].

Cerca de 80% de toda a água residual gerada no mundo é lançada no ambiente sem

tratamento prévio adequado [7], promovendo a quase 2 bilhões de pessoas a utilização de

fontes de água de abastecimento contaminadas com fezes, colocando-as em risco de

contraírem diversas doenças, como cólera, disenterias, tifo, poliomielite, dentre outras

enfermidades [8].

O saneamento básico é definido no Brasil por quatro serviços, sendo estes o

esgotamento sanitário, a gestão de resíduos sólidos, o manejo de águas pluviais e o

abastecimento de água potável [9]. O controle e vigilância da qualidade da água para consumo

humano, distribuída por meio de sistema ou abastecimento coletivo alternativo, bem como seu

padrão de potabilidade, são definidos pela Portaria de Consolidação do Ministério da Saúde

(MS) nº 5 de 28/09/2017 [10], onde para os parâmetros microbiológicos, a vigilância da

qualidade da água potável é baseada na determinação de coliformes totais e Escherichia coli,
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recomendado ausência de ambos em 100 ml e que não se ultrapasse o limite de 500 UFC·ml-1.

Segundo esta portaria, cabe ao MS e ao Sistema Único de Saúde (SUS) o controle e a

vigilância da qualidade da água para consumo humano, definida no Anexo XX como: “água

potável destinada à ingestão, preparação e produção de alimentos e à higiene pessoal,

independentemente da sua origem”, estando incluída, portanto, água consumida em zona rural

oriunda de poços de qualquer natureza.

A presença de E. coli na água frequentemente indica contaminação fecal e serve como

um indicador mais preciso de contaminação fecal do que outras bactérias coliformes,

fornecendo insights sobre a possível presença de bactérias nocivas e a natureza dos poluentes

presentes [11]. A distribuição geográfica da presença de E. coli na água é ampla e global,

sendo encontrada em diversos ambientes aquáticos, como rios, lagos e reservatórios [12]. A

detecção e monitoramento de E. coli são essenciais para avaliar e garantir a segurança da água

para consumo humano e atividades recreativas, contribuindo para a prevenção de surtos de

doenças transmitidas pela água e minimizar os riscos à saúde dos usuários deste sistema [13].

As bactérias do gênero Pseudomonas, especialmente Pseudomonas aeruginosa, são

amplamente distribuídas e frequentemente encontradas em diversos ambientes, como lagos,

água do mar, piscinas e até mesmo na água potável. São associadas a infecções do trato

urinário, respiratório, da pele e da corrente sanguínea, exibindo resistência a vários

antibióticos [14]. Estas bactérias também são caracterizadas como patógenos oportunistas e

reconhecidas como indicadoras da qualidade da água para banho [15]. Adicionalmente, têm a

capacidade de formar biofilmes problemáticos, especialmente em superfícies como chuveiros,

torneiras, banheiras de hidromassagem e outros acessórios de encanamento [16]. Em função

desta bactéria, é disposto na resolução RDC nº 275 de 22/09/2005 [17] um limite para cada

cinco (5) amostras individuais, apenas uma pode mostrar um resultado positivo, não devendo

exceder 2 UFC·ml-1 de amostra.

À medida que a resistência bacteriana tem se tornado cada vez mais séria, diversos

estudos têm destacado o papel de nanomateriais (NM) com ação antimicrobiana,

principalmente as nanopartículas (NPs) biológicas, em especial NP metálicas [18-20]. Desde a

antiguidade, os íons de prata (Ag) e ouro (Au) foram utilizados como potentes agentes

antimicrobianos e são amplamente utilizados contra bactérias patogênicas presentes em

cateteres e na área odontológica [19]. A partir do desenvolvimento de novas tecnologias, os

NM, principalmente à base de Ag e Au, passaram a ser amplamente estudados devido a suas
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propriedades únicas.

As AuNPs biológicas se destacam pela fácil síntese, baixa toxicidade, forte absorção

óptica e facilidade de funcionalização da superfície [21-25]. Este NM é amplamente utilizado

em áreas como ação antimicrobiana, armazenamento em baterias, “drug delivery” e terapia do

câncer [25-27]. As AuNPs comerciais demonstram eficácia contra bactérias gram-positivas,

como Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis e bactérias

gram-negativas patogênicas humanas multirresistentes como E.coli, P. aeruginosa, Klebsiella

pneumoniae [21, 27-30].

A síntese biológica emerge como um substituto superior para métodos químicos e

físicos, sendo rápida, eficaz, econômica e produzindo grandes quantidades de AuNPs de

forma reprodutível, sem que resíduos tóxicos sejam liberados no ambiente [31,32]. Estudos

evidenciam as propriedades não citotóxicas das AuNPs biologicamente sintetizadas

(bio-AuNPs), confirmando sua biocompatibilidade e facilidade de modificação para

associação com fármacos e moléculas antitumorais, direcionadas a células específicas,

incluindo células cancerígenas [33,34]. Além disso, essas AuNPs têm aplicações promissoras

em nanomedicina [35], representando uma nova estratégia de biossíntese ambientalmente

segura, aproveitando os efeitos sinérgicos com a natureza [36].

Entretanto, é conveniente exemplificar os impactos toxicológicos de NP em outros

organismos da cadeia trófica para assim, avaliar o efeito dessas bionanopartículas. Alguns

desses organismos modelo para o estudo de atividades biológicas e toxicidade de NP

compreendem microalgas [37], microcrustáceos como artêmias e daphnias [38, 39],

crustáceos [40] e peixes [41]. Cada um dos organismos promove elucidação sobre partes dos

mecanismos de AuNPs, sendo, impacto na cadeia de produção primária e secundária,

verificação de testes em modelos in vivo, testes pré-clínicos, entre outras resoluções que

levam à uma melhora do processo de biossíntese e de aplicações de NPs [41].

2. Revisão da Literatura

2.1. Nanomateriais e Nanopartículas Metálicas

A nanotecnologia oferece soluções personalizadas empregando NM multifuncionais

que atendem às necessidades de diferentes partes do mundo [42], sendo considerada uma

alternativa promissora de resolver as limitações de instalações de tratamento de água e esgoto
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atuais e convencionais, além de também ser uma alternativa substituta equivalente ou

complemento em áreas sem essas instalações [43].

As NPs têm um enorme potencial no tratamento de água devido às suas propriedades

únicas, como alta área de superfície, reatividade, propriedades magnéticas e fotocatalíticas

[44,45]. Atualmente, estão sendo utilizadas diversas abordagens para empregar nanomateriais

na purificação da água, entre elas, quatro tipos se destacam: membranas de nanofiltração,

materiais de nano-adsorção, materiais de nano-redução e materiais de nano-fotocatálise

[44,46].

NMs inorgânicos com base de metal ou óxido de metal são frequentemente usados

para remover da água, partículas de metais pesados, poluentes químicos e corantes [44, 47,

48], para tal remoção também são utilizadas nanopartículas magnéticas e seus mecanismos de

interações eletrostáticas [56]. Esses NMs têm uma ampla gama de aplicações no tratamento

de água, incluindo tratamento de água com contaminantes organoclorados [44], inclusão em

membranas para filtração de água [48], remoção de pesticidas [50] e atividade fotocatalítica

[51].

Nos últimos anos, as nanopartículas metálicas (NPM) têm recebido uma maior atenção

devido às suas propriedades físico-químicas únicas e potenciais aplicações em diversos

campos, incluindo no tratamento de água, processos de biorremediação, medicina, eletrônica e

catálise [52, 53]. Estas partículas podem ser compostas por óxidos metálicos, metais puros ou

ligas metálicas e são altamente eficientes na remoção de contaminantes da água devido às

suas grandes áreas superficiais e alta atividade [45].

O processo de ação bactericida de diversas NPM é descrito por meio de diversos

mecanismos, incluindo a disrupção da membrana celular, desnaturação de proteínas,

conjugado com biomoléculas, geração de espécies reativas de oxigênio e estresse oxidativo

[47, 54-57].

AuNPs são outro tipo de NPM que tem recebido interesse particular devido à sua alta

estabilidade, biocompatibilidade e propriedades ópticas e eletrônicas únicas [58]. As AuNPs

podem ser sintetizadas em uma variedade de formas e tamanhos usando vários métodos

químicos, físicos e biológicos, sejam por plantas ou microrganismos, como fungos e bactérias,

ou por meio da redução de íons de ouro, resultando em nanopartículas com tamanho, forma e

propriedades de superfície únicas [59].
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Bio-AuNPs demonstraram ser catalisadoras para a degradação de poluentes, incluindo

metais pesados, compostos orgânicos e patógenos, bem como na detecção e quantificação de

contaminantes na água [53-61]. Seu uso no tratamento de água e esgoto tem várias vantagens,

incluindo elevada eficiência, baixo custo e mínimo impacto ambiental, com aplicações

potenciais no desenvolvimento de tecnologias de tratamento sustentáveis e econômicas [61,

62].

2.2. Micossíntese

Nas últimas duas décadas, intensificou-se a pesquisa por métodos de síntese de

nanopartículas (NPs) através da utilização de fungos ou seus extratos [63]. A micossíntese

apresenta-se como uma alternativa energeticamente eficiente, ajustável e ecologicamente

correta em comparação aos procedimentos físico-químicos convencionais [63]. Esta

abordagem, que também inclui o uso de plantas e outros micro-organismos, responde à

demanda por processos mais sustentáveis na produção de NPs, especialmente aquelas

contendo metais [64]. A micossíntese de NPs contendo metais é frequentemente preferida

devido à capacidade dos fungos em participar de processos naturais semelhantes, como a

formação biogênica de minerais durante a formação do solo [65].

A caracterização de quaisquer NPs inicia-se com a observação visual da mudança de

cor. Na formação de AuNPs, pode-se observar a mudança de cor de amarelo para vermelho,

com variação de cor de vermelho intenso para roxo dependendo do aumento do tamanho das

partículas [66]. A conversão da redução de ouro ao estado elementar foi confirmada pela

mudança de cor nas colônias microbianas para vermelho na presença de compostos áuricos,

indicando a acumulação de nanopartículas de ouro na cultura [67]. Devido à diferença na

Ressonância Plasmônica de Superfície (SPR) exibida pelas nanopartículas, observa-se uma

mudança de cor [68]. Além disso, os espectros de absorção variam para diferentes materiais,

como por exemplo, para as AuNPs é de 500–550 nm [69]. A Microscopia Eletrônica de

Transmissão (MET) e o Espalhamento Dinâmico de Luz (DLS) são técnicas amplamente

utilizadas para a determinação do tamanho, forma, morfologia e agregação das

nanopartículas. A MET é utilizada para a determinação de tamanho, forma, morfologia e

agregação de nanopartículas. A devida preparação da amostra seca com espessura apropriada

é a principal tarefa na análise de nanopartículas usando MET. A partir dos elétrons

transmitidos através da amostra, uma imagem MET bidimensional é formada. Informações
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sobre as estruturas internas das partículas nanocarreadoras e das paredes poliméricas das

nanocápsulas podem ser fornecidas pela resolução sub-nanométrica da MET em

nanopartículas poliméricas [70]. O DLS é uma das técnicas amplamente utilizadas para a

determinação do tamanho de nanopartículas, sendo vantajosa para suspensões coloidais, e

outras vantagens incluem seletividade, sensibilidade, facilidade de operação e menor tempo

de medição. [71]. Na análise de DLS, a luz laser monocromática é usada para iluminar uma

suspensão coloidal que se dispersa em um detector de fótons. A medição da intensidade da luz

dispersa é estudada com base no tempo, o que fornece o tamanho hidrodinâmico das

partículas. As medições do potencial zeta das NPs de ouro sintetizadas a partir de Fusarium

solani mostraram uma transição do potencial zeta entre valores negativos e positivos, sendo

que o valor positivo indica menor estabilidade das NPs devido a uma maior agregação e

menos repulsão entre partículas [72].

Fungos possuem sistemas enzimáticos únicos capazes de reduzir íons metálicos a

nanopartículas. A biossíntese de AuNPs por fungos envolve a redução dos íons Au(III) para

Au(0) na presença de redutores intracelulares ou extracelulares, como enzimas, proteínas e

metabólitos secundários. A micossíntese de AuNPs oferece várias vantagens, incluindo alta

estabilidade, distribuição de tamanho estreita e escalabilidade fácil. Além disso, a

imobilização de fungos em biopolímeros aumenta a eficiência e a reprodutibilidade do

processo de síntese, levando à produção de AuNPs biocompatíveis com propriedades

ajustáveis.

Os mecanismos predominantes de síntese extracelular e intracelular são os dois

principais mecanismos pelos quais as espécies microbianas se envolvem na produção de

nanopartículas. A síntese extracelular envolve a sorção de metais na superfície celular

microbiana e sua consequente redução com a ajuda de enzimas [66]. Enquanto na síntese

intracelular, ocorre o transporte de íons metálicos para o interior dos microrganismos e a

subsequente redução dentro da célula seguida pela expulsão das nanopartículas formadas no

extrato [66]. O mecanismo intracelular, no qual a membrana celular e os polipeptídeos

desempenham um papel importante na biorredução de NPs metálicas. A principal membrana

celular dos fungos é a rede mais externa, composta por associações 1, 4 de carboidratos,

quitina e glucano. Existe uma ligação de hidrogênio inter e intramolecular entre quitina e

glucano que confere rigidez à parede celular [73].
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O princípio extracelular envolve enzimas dependentes de Nicotinamida Adenina

Dinucleotídeo (NADH), especialmente redutases de nitrato, que são naturalmente produzidas

com transportes de elétrons como a hidroxiquinolina no meio de reação. A transferência de

elétrons de NADPH regula as morfologias de NADH e NAD+, e a transformação de íons de

prata em nanopartículas de prata [74, 75]. Um estudo mostrou que Verticellum sp. de fungos

descobriu que as sacarinas na membrana celular são necessárias para reduzir Au³⁺ [66].

2.3. Avaliação da fitotoxicidade usando microalgas

As microalgas desempenham um papel fundamental na manutenção dos ecossistemas

aquáticos, contribuindo para a produção de oxigênio, a fixação de carbono e a base da cadeia

alimentar aquática. Além disso, microalgas têm sido amplamente utilizadas em aplicações

biotecnológicas, incluindo a produção de biocombustíveis e compostos bioativos, sendo

consideradas uma fonte renovável de bioenergia [76].

As algas são amplamente reconhecidas pelo seu potencial no tratamento de águas

residuais, biorremediação e sequestro de carbono. Elas representam uma fonte inestimável de

produtos medicinais, bioativos e outros compostos de alto valor, incluindo ácidos graxos

poliinsaturados, carotenóides, carboidratos, proteínas, aminoácidos, astaxantina, glutationa,

ficotoxinas, entre outros [77].

Portanto, qualquer impacto negativo nas microalgas pode ter consequências

significativas para a qualidade da água, a biodiversidade aquática e as indústrias que

dependem desses organismos. Assim, a avaliação da fitotoxicidade dessas nanopartículas em

microalgas é fundamental para determinar os limites seguros de concentração e compreender

os mecanismos subjacentes aos efeitos adversos. Isso contribui para a gestão responsável e

sustentável da nanotecnologia e para a preservação dos ecossistemas aquáticos.

A toxicidade específica de NPMs em células de algas ainda não está completamente

compreendida. Além disso, os mecanismos de internalização, toxicidade e excreção de NPMs

em algas precisam ser investigados para avaliar os riscos das NPMs para a biota aquática [76].

Embora a internalização de NPM em algas seja um fato incontestável, os mecanismos

exatos de seu transporte através das membranas celulares ainda carecem de estudos

detalhados. As propostas de mecanismos ativos e passivos para a internalização de NPs em

algas e cianobactérias são, em grande parte, teóricas e não têm comprovação experimental

[78]. A primeira etapa do acúmulo de NPM envolve principalmente a adsorção de NPM em
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grupos funcionais presentes na parede celular. Após essa adsorção, na superfície celular e em

outras matrizes extracelulares, as NPM se difundem passivamente no espaço entre a parede

celular e a membrana celular, através dos poros nanométricos formados após a ruptura da

parede celular [79]. A membrana celular age como uma barreira para a internalização de NPM

na célula. A segunda etapa da captação intracelular das NPM envolve o transporte através da

bicamada lipídica da membrana celular. Esse transporte pode ocorrer por meio de difusão

simples (transporte não mediado) ou por um sistema de transporte transmembranar mediado

por proteínas não identificadas [76].

É importante destacar que várias algas e cianobactérias secretam substâncias

extracelulares, como exopolissacarídeos e glicoproteínas que podem mediar a adsorção de

NPM não carregadas nas superfícies carregadas negativamente das células [76].

A capacidade das algas e cianobactérias de acumular NPM é altamente relevante para

aplicações industriais na biorremediação de águas contaminadas [76]. A absorção e

acumulação de NPM são influenciadas pela estrutura celular, composição e espessura da

parede celular, composição da membrana, hidrofobicidade e permeabilidade da membrana,

agregação de partículas e o tamanho resultante das partículas e outras propriedades da

membrana celular. Variações nas propriedades físicas dos NPs ou nas características da

membrana celular podem afetar significativamente as interações NPs-células e os processos

de captação [80]. Foi demonstrada mortalidade dependente da concentração após o tratamento

com AuNP revestida com amina na alga verde Scenedesmus subspicatus [81].

A parede celular das algas e das plantas superiores é porosa e permite o transporte

bidirecional de NPM, sendo que partículas menores podem se difundir facilmente através da

parede celular das algas [82]. No entanto, a taxa de difusão das NPs através das paredes

celulares pode variar de acordo com a estrutura e a composição química da parede celular

[76].

3. Objetivos

Produzir nanopartículas de ouro micogênicas com comprovada ação antimicrobiana e

isentas de toxicidade.

Para atingir tal objetivo, foram propostos os seguintes objetivos específicos:

3.1. Selecionar linhagens fúngicas que produzam bio-AuNPs;

3.2. Caracterizar as bio-AuNPs em solução coloidal;

Instituto de Biociências - Câmpus do Litoral Paulista
Praça Infante D. Henrique s/nº - CEP 11330-900 - São Vicente (SP) - Brasil

Tel. (13) 3569-7100 - Fax (13) 3569-7146 - diretoria@clp.unesp.br

15



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JÚLIO DE MESQUITA FILHO”

Instituto de Biociências
Câmpus do Litoral Paulista

3.3. Imobilizar as bio-AuNPs em gel alginato de sódio baixa viscosidade;

3.4. Ensaios antimicrobianos com as bactérias patogênicas;

3.5. Ensaios de fitotoxicidade com a microalga Chlorella fusca.

4. Metodologia

4.1. Microrganismos

4.1.1. Fungos

Dez fungos foram selecionados para o estudo, sendo os de denominação IBCLP15,

IBCLP1212, IBCLP1213, IBCLP1214, IBCLP1215, IBCLP1216, IBCLP1217 (MQ1C) e

IBCLP1218 (AQ3A) isolados de sedimentos de manguezal e apicum da Estação Ecológica de

Juréia-Itatins/São Paulo e os fungos Rhizopus arrhizus IPT1011 e Rhizopus arrhizus IPT1013

cedidos pela Coleção de Cultura do Instituto de Pesquisa Tecnológica do Estado de São Paulo

(IPT). A manutenção da viabilidade desses microrganismos foi realizada em placas de Petri

que continham Batata Dextrose Agar (PDA, do inglês Potato Dextrose Agar) a 39 g·L-1. Os

isolados foram mantidos a 4ºC com renovação mensal das culturas. Para os ensaios, um

fragmento de 6 mm coletado da área periférica foi sub cultivado em outra placa de Petri

contendo PDA, sendo incubado a 30 ºC por 7 dias.

4.1.2. Bactérias

As bactérias Gram-negativas Escherichia coli IPT245 e Pseudomonas aeruginosa

IPT365 foram cedidas pelo Instituto de Pesquisa Tecnológica do Estado de São Paulo (IPT).

Os microrganismos foram crescidos “overnight” em meio de cultura Caldo Triptona Soja

(TSB), composição final (g·l-1): peptona bacteriológica (17,0), peptona de soja (3,0), glicose

(2,0), cloreto de (5,0), fosfato de dipotássio (2,0). A concentração celular foi ajustada para o

ensaio em 1,0x104 UFC·ml-1.

4.1.3. Microalga

A microalga Chlorella fusca foi cedida pelo Banco de Microrganismos Aidar &

Kutner (BMAK) do Instituto Oceanográfico da Universidade de São Paulo (IO-USP). A

cultura foi mantida em meio de cultura líquido Bold Basal Medium (BBM) sob condições

controladas de temperatura (24±1 °C) e iluminação (fluxo de fótons de aproximadamente 70

µmol de fóton m-2s-1), com fotoperíodo de 12:12 horas (claro:escuro). Para os ensaios, a
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densidade celular foi ajustada com o auxílio de uma Câmara de Neubauer a uma concentração

de 1,0×104 cel·ml⁻¹.

4.2. Biossíntese e Caracterização das AuNPs

O processo de biossíntese de AuNPs foi adaptado de acordo com o método descrito

por Ottoni et al. [79]. Para cada linhagem, 5 fragmentos de 6 mm foram inoculados em 50 ml

de MGLP (composição final: 3 g·l⁻1 de extrato de malte, 10 g·l⁻1 de glicose, 3 g·l⁻1 de extrato

de levedura, 5 g·l⁻1 de peptona bacteriológica) em um Erlenmeyer de 250 ml. As culturas

foram incubadas a 30 ºC, 150 rpm por 72 h. Em seguida, a biomassa foi filtrada, lavada em

500 ml de água deionizada estéril e pesada. Cinco gramas da biomassa foram adicionadas a

um frasco Erlenmeyer de 250 ml que continha 50 ml de água estéril. O frasco foi mantido a

30ºC, 150 rpm por 72 h. Após este período, o filtrado foi coletado por filtração utilizando

papel de filtro Whatman Grau 3. Sequencialmente, a suspensão foi filtrada em filtro de 0,22

µm (Millipore) e adicionado para cada 10 ml, 10 𝜇l de uma solução a 1 mM de Ácido

cloroáurico (HAuCl4·3H2O, Sigma Aldrich, Alemanha), seguida de incubação a 30 °C a 150

rpm por 72 h, no escuro.

As AuNPs foram caracterizadas por espectroscopia UV-Vis (comprimento de onda de

540-560 nm), mudança de cor da solução coloidal de translúcido para roxo, espalhamento

dinâmico de luz (DLS) para determinação do tamanho hidrodinâmico médio, índice de

polidispersão (PDI) e por carga elétrica de superfície para potencial zeta (Pζ, Zetasizer Nano -

ZS90, Malvern Instruments - Reino Unido). O tamanho e a forma das AuNPs foram

determinados por microscopia eletrônica de transmissão (TEM-JEOL, modelo JEM-2100)

operado a 200 kV.

4.3. Imobilização com gel de alginato

As microcápsulas foram obtidas por gelificação ionotrópica com alginato de sódio de

acordo com Pereira et al. [83]. A solução do biopolímero foi preparada solubilizando 4% (p/v)

de alginato de sódio em 12 ml de bio-AuNPs. Posteriormente, a solução de biopolímero (100

ml) foi gotejada em 100 ml de uma solução aquosa de cloreto de cálcio (CaCl₂ a 0,14 mol·l⁻1).

O sistema foi mantido sob agitação magnética (200 rpm) por 1 min a 25 °C. Após o processo

de gelificação, as microcápsulas foram filtradas a vácuo e armazenadas a 4 °C.
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4.4. Ensaio de ação antimicrobiana de AuNPs

4.4.1. Solução coloidal

As atividades antibacterianas da AuNPIPT1011 e AuNPIPT1013 em solução coloidal contra

as bactérias Gram-negativas Escherichia coli IPT245 e Pseudomonas aeruginosa IPT365

foram avaliadas pela concentração inibitória mínima (CIM) baseada no guia “Clinical and

Laboratory Standards Institute” [84]. Resumidamente, 90 µL das AuNPsIPT1011 em

concentrações de 5; 10; 20; 50; 100; 200 µg·ml-1 foram adicionadas em cada poço de uma

placa de 96 poços. Em seguida, 90 μL da suspensão bacteriana em TSB, concentração final

1x104 UFC·ml-1, foram adicionadas aos respectivos poços. As placas foram incubadas a 37 °C

por 48 h. Como controle positivo foi utilizada uma solução 100 µg·ml-1 de AgNO3 e como

controle negativo, suspensão bacteriana sem tratamento. Para indicar a presença ou ausência

de o crescimento dos patógenos, após 24 h do início do ensaio, 20 μL de corante resazurina a

0,01% foram adicionados a cada poço. Os ensaios foram realizados em triplicata e a CIM foi

definida como a concentração mais baixa da nanopartícula capaz de inibir o crescimento de

pelo menos 90% dos patógenos.

A concentração bactericida mínima (CBM) foi determinada a partir da ausência de

crescimento de patógenos. Para isso, 50 µL de duas concentrações anteriores aos CIMs foram

coletadas da placa e incubadas em placas de Petri contendo meio Ágar Tripticase de Soja (do

inglês Trypticase Soy Agar, TSA) composição final (g·L-1): ágar (15,0), peptona

bacteriológica (15,0), cloreto de sódio (5,0) e peptona de soja (5,0), a 37 °C por 48 h.

4.4.2. Imobilizadas

Os parâmetros avaliados foram concentração do contaminante (1,0 x 103 e 1,0 x 104

UFC·ml-1), velocidade de agitação (150 e 200 rpm), temperatura (30, 35 e 40 ºC) e quantidade

dos compostos testados de 17,5 g e 8,75 g.

Utilizando frascos Erlenmeyer de 250 ml foi adicionado um volume de 50 ml de água

destilada contaminada com Escherichia coli IPT245 ou Pseudomonas aeruginosa IPT365 e

8,75 g de AuNPs imobilizadas em gel alginato. Os frascos foram acondicionados em

plataforma agitadora por 2 h. Uma solução de 100 mg·L-1 de AgNO3 foi utilizada como

controle positivo, como controle negativo apenas com inóculo e foram testadas também as

condições com 8,75 g de alginato e com 8,75 g do precursor de ouro (HAuCl4·3H2O). O

experimento foi realizado em triplicata.
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A cada 1 h de ensaio, um volume de 10 μL foi retirado e transferido para placas de

Petri contendo meio sólido TSA. Após 24h de incubação à 37 ºC, foram efetuadas as

contagens das UFC.

4.5. Ensaio de fitotoxicidade

O protocolo experimental para determinação de toxicidade em microalgas da espécie

C. fusca seguiu a norma ABNT NBR 12648 [85]. Os testes de inibição de densidade celular

foram realizados em frascos Erlenmeyer de 250 ml que continham 17,5 g de AuNPs

imobilizadas em um volume de 50 ml total de BBM e inóculo ajustado para a densidade

celular de 1,0×10⁴ cel·ml⁻1. A resposta tóxica foi avaliada a cada 24 h, por meio da densidade

óptica (DO) das microalgas em um espectrofotômetro UV-Vis. A absorbância

espectrofotométrica foi medida no comprimento de onda de 670 nm [86]. A incubação total

decorreu a temperatura 24±1 °C, por um período de 72 h. O teste foi realizado em triplicata.

5. Resultados e Discussão

5.1. Seleção de linhagens fúngicas e caracterização

Foram avaliados 10 fungos quanto à capacidade de biossintetizar AuNPs. Dentre eles,

apenas os fungos IPT1013, IBCLP15, IPT1011, IBCLP1212 e AQ3A apresentaram banda de

superfície de ressonância plasmônica (SPR) correspondente à camada de valência do ouro

(Au) (Figura 1). Muito embora a linhagem IBCLP1212 apresentasse capacidade em

biossintetizar AuNPs, a sua estabilidade foi baixa, cerca de uma semana. A coloração das

bio-AuNPs variam de acordo com seu diâmetro médio, variando entre rosa e roxo [16],

quanto mais claro, menor o tamanho.
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Figura 1. Coloração do extrato fúngico, para a linhagem IPT1013 (2), IBCLP15 (3) e IPT1011 (4), antes da

adição de HAuCl4.3H2O (2, 3 e 4a), fase final da reação fúngica (2, 3 e 4b) e espectro de absorção UV-Vis da

região da ressonância plasmônica obtida para a solução coloidal de AuNPs (2, 3 e 4c).

A caracterização de nanomateriais é muito importante para a aplicabilidade

biotecnológica, pois dependendo das características físico-químicas como morfologia,

tamanho e carga, as AuNPs podem apresentar diferentes propriedades. Os nanomateriais de

ouro apresentam um intenso pico de absorção por ressonância plasmônica (SPR) na região do

visível, que pode ser usado para monitorar o estado de agregação das nanopartículas [87, 88].
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As vantagens dos nanomateriais de ouro como agentes antibacterianos incluem ouro

ser quimicamente inerte portanto a eliminação/metabolização corporal dos nanomateriais de

ouro pode ser ajustada pelo design do material, possuem mecanismos antimicrobianos

multimodais e, por fim induzem menos frequentemente a taxa de ocorrência de resistência

bacteriana [89].

O perfil desejável para melhor ação antimicrobiana de AuNPs são valores de tamanho

médio de até 80 nm, Pζ com valor maior que +30 mV ou menor que –30 mV (indicando

estabilidade de AuNPs), e PDI variando de 0 a 0,3 (verificando distribuição de tamanho

monodisperso).

O potencial zeta (Pζ), que quantifica o potencial eletrostático em torno de

nanopartículas em solução, é um parâmetro fundamental na caracterização de nanopartículas,

devido à sua influência direta na estabilidade da suspensão e na morfologia das partículas,

tornando-o indispensável em investigações de estabilidade de produtos e pesquisa de adsorção

em superfícies [90]. As nanopartículas podem ser classificadas com base no seu Pζ, com

valores entre -10 e +10 mV indicando neutralidade aproximada, enquanto Pζ superiores a +30

mV ou inferiores a -30 mV correspondem a nanopartículas fortemente catiônicas e fortemente

aniônicas, respectivamente [91]. Além disso, a relação entre o tamanho das nanopartículas e o

Pζ, sinaliza o aumento gradual do tamanho das nanopartículas [92]. No entanto, a

interpretação do comportamento das nanopartículas em relação a pequenas diferenças no Pζ

deve ser realizada com cautela, dada a sensibilidade das medições a variações nas condições

[93]. Diretrizes propostas para a caracterização de nanomateriais destacam a importância de

utilizar o mesmo meio de medição e métodos para garantir consistência, uma vez que mesmo

alterações mínimas nesses parâmetros podem resultar em discrepâncias significativas [93].

Consequentemente, a apresentação de valores de Pζ sem contexto de meio, delineação do

modelo e metadados associados pode diminuir a utilidade desses dados na tomada de decisões

regulatórias [93].

As características estruturais das AuNPsIPT1011, AuNPsIPT1013, AuNPsIBCLP1218,

AuNPsIBCLP1212 e AuNPsIBCLP15 estão representadas na Tabela 1.

Tabela 1. Caracterização físico-química das AuNPs obtidas, incluindo DLS (nm), Pζ(mV) e índice de

polidispersão (PDI). (*) valores a revisar.
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Linhagem fúngica Cor AuNPs

(72 h)

UV-vis espectro

(nm)

DLS

(nm)

Pζ

(mV)

PDI

IPT1011 roxo 533 29,3 -13,20 0,189

IPT1013 violeta 556 73 -38,33 *

IBCLP15 roxo 533 40,2 -24,97 0,273

IBCLP1218 (AQ3A) violeta 545 40,49 -0,952 0,440

IBCLP1212 roxo * 248,3 * 0,669

Parâmetros ideais violeta
entre 400 e 750

[118]

menor

que 80

entre +30 mV

e -30 mV

entre 0

e

0,300

As AuNPsIPT1011 e AuNPsIPT1013 apresentaram estabilidade aparente, pois não foi

observada alteração na cor, turbidez ou tamanho por um período de 1 mês. As AuNPs

esféricas abrangem uma parte significativa do espectro visível, variando de aproximadamente

500 a 550 nm [69], correspondendo aos valores obtidos.

Para as AuNPs esféricas, a cor roxa observada é predominantemente devida à

absorbância, à medida que o diâmetro aumenta, o espalhamento de luz se torna cada vez mais

significativo [87]. As AuNPs com diâmetros superiores a 80 nm apresentam desvios

substanciais no espalhamento de luz em direção à região do infravermelho, tornando as

AuNPs de até 80 nm o tamanho ideal para detecções visualmente perceptíveis [87, 94].

Devido a essa característica, as AuNPsIPT1013 demonstram um tamanho próximo à faixa ideal

para uso como biossensores em detecções.

A Figura 2 apresenta a micrografia da AuNPsIPT1011. As AuNPsIPT1013 e AuNPsIPT1011

apresentaram forma esférica, boa dispersão e tamanho médio compreendido entre 20-80 nm.
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Figura 2. Imagem de Microscopia eletrônica de transmissão (MET) AuNPsIPT1011 (Escala 200 nm, 100.000 x).

O tamanho hidrodinâmico das AuNPs em dispersão foi determinado utilizando o

espalhamento dinâmico de luz (DLS). Complementarmente, a microscopia eletrônica de

transmissão (MET) foi empregada, pois, embora o DLS revele o tamanho das NPs, a medição

em solução pode resultar na avaliação de aglomerações. O MET, que avalia o tamanho do

núcleo das NPs sólidas, proporciona uma medição mais precisa na escala nanométrica

[95-97].

A atividade catalítica das AuNPs é influenciada por diversos fatores, sendo o tamanho

das partículas o principal determinante, uma vez que a área de superfície de contato das

nanopartículas é inversamente proporcional ao tamanho [98].

Em relação à forma das NPs, estudos anteriores indicaram que as NPs triangulares e

esféricas são mais eficazes quando comparadas às NPs em formato de bastonete [99-101]. Em

um estudo envolvendo osteoblastos, foi demonstrado que as AuNPs com formato de estrela

exibem maior citotoxicidade em comparação com as formas de bastão e esféricas, que são

menos citotóxicas [102]. Além disso, uma pesquisa conduzida em células HeLa confirmou

que as AuNPs esféricas apresentam uma maior taxa de absorção celular quando comparadas

às NPs em formato de bastão [103]. A captação celular pelas células HepG2, por sua vez,

provavelmente depende tanto do formato quanto do tamanho das partículas; as nanoesferas

demonstraram maior captação celular em comparação com as nanoestrelas [104].

Um estudo estabeleceu que em alguns casos a forma da NP não tem muita importância

para poder desenvolver o efeito antibacteriano, devido capacidade de AuNPs de liberar íons

que atacam as defesas da bactéria que não vai depender se a NP é esférica ou não [105].
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Com base nas características ideais que selecionamos para atividade antimicrobiana,

como cor violeta, DLS menor que 80 nm, Pζ entre +30 mV e -30 mV, PDI entre 0 e 0,300,

optamos por seguir os experimentos com as AuNPsIPT1011.

5.2. Ação antimicrobiana de AuNPs livres

A atividade antibacteriana das AuNPsIPT1011 contra E. coli IPT245 e P. aeruginosa

IPT365 foi promissora. AuNPs inibiram similarmente o crescimento dos agentes patogênicos,

com CIMs variando de 50 a 100 µg·ml-1 (Tabela 2). A solução de AgNO3 utilizada como

controle positivo apresentou CIM entre 1 e 10 µg·ml-1. A suspensão de patógenos sem

tratamento foi utilizada como controle negativo, mostrando o crescimento dos

microrganismos e a mudança da cor do corante resazurina, de azul para rosa.

Tabela 2. Atividade antibacteriana por concentrações inibitórias mínimas (CIMs - em µg·ml-1) de AuNPs sobre

Escherichia coli IPT245 e Pseudomonas aeruginosa IPT365.

Amostra IPT245 IPT365

AuNPIPT1011 ≤ 50 ≤ 75

AgNO3 1 10

AgNO3= nitrato de prata utilizado como controle.

A literatura apresenta resultados divergentes sobre os efeitos antibacterianos das

AuNPs. Alguns estudos indicam que as AuNPs não têm efeito antibacteriano [106, 107],

enquanto outros demonstram a toxicidade das AuNPs em bactérias Gram-negativas como E.

coli [108-110] e Gram-positivas como S. epidermidis [111]. A pesquisa de Moreno-Garrido et

al. [108] observou enfraquecimento das membranas bacterianas e respostas de choque

térmico, enquanto Cui et al. [109] relatou que as AuNPs causam declínio no metabolismo e

colapso de processos biológicos. Além disso, a atividade antibacteriana das AuNPs é evidente

em estudos com bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, especialmente quando as AuNPs

têm tamanhos menores, como 50 nm [111-113] e 2 a 10 nm [110]. Basiratnia et al. [113]

sugeriram que a atividade se deve à adsorção e penetração das AuNPs nas células.

As AuNPs com tamanhos entre 6–40 nm demonstram uma maior atividade

antibacteriana tamanho-dependente, com estudos utilizando AuNPs nessa faixa de tamanho

obtendo resultados eficazes [114-117]. Um tamanho reduzido de NPs, inferior ao tamanho da
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membrana bacteriana, pode facilitar os efeitos antibacterianos por meio da interação ou

penetração das NPs na bactéria. As AuNPs ultrapequenas (2 nm) não danificam a parede

celular bacteriana, mas podem ser eficazes como veículos para transportar medicamentos ou

agentes antimicrobianos para dentro da bactéria [118, 119]. As nanopartículas menores que 10

nm podem penetrar nas células bacterianas e exercer seu efeito antibacteriano [120], enquanto

aquelas maiores que 10 nm não podem [121, 122].

No entanto, as AuNPs de 80 nm mostraram atividade antibacteriana apenas em

concentrações muito elevadas, como 197 μg·ml-1, contra S. aureus [123]. A viabilidade

celular pode ser afetada à medida que a concentração de AuNPs aumenta, podendo as AuNPs

penetrar facilmente na membrana e se acumular em organelas, como os vacúolos, em

concentrações superiores a 600 µg·ml-1 [124, 125].

A estrutura da parede celular bacteriana também influencia a penetração das

nanopartículas, com as bactérias Gram-positivas possuindo uma parede celular espessa

(20–80 nm) e as bactérias Gram-negativas uma camada mais fina (<10 nm), além de uma

membrana externa adicional com poros e apêndices [126]. A parede celular das bactérias

Gram-negativas é mais complexa e consiste em duas bicamadas de fosfolipídios (membrana

interna e externa), separadas por um espaço periplasmático que contém peptidoglicano

[125,126]. A rede de peptidoglicano é limitada a apenas algumas camadas (a espessura da

parede celular é de até 10 nm) [117]. Devido às diferenças na estrutura da parede celular

bacteriana, espera-se que a penetração de nanopartículas nas bactérias Gram-positivas e

Gram-negativas seja diferente [117,126,127]. Essas diferenças na estrutura da parede celular

devem ser levadas em consideração ao estudar a interação entre AuNPs e bactérias.

É importante ressaltar que, ao contrário dos estudos anteriores que utilizaram o

método Kirby-Bauer de difusão em disco, o presente trabalho não seguiu esse método.

Portanto, as AuNPs foram aplicadas em placas de 96 poços, o que pode explicar a divergência

nos resultados em relação aos estudos anteriores que não detectaram atividade antibacteriana.

Estudos de toxicidade nem sempre são sistemáticos, o que explica os resultados contraditórios

[128].

Estudos têm demonstrado que a resistência das bactérias a metais pesados e

antibióticos pode aumentar simultaneamente com a presença de metais pesados, alterando a

resistência a antibióticos nas fontes de água e, indiretamente, aumentar a ameaça à saúde

humana [129-131].
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5.3. Ação antimicrobiana de AuNPs imobilizadas

Uma vez que as AuNPs também possuem interesse de estudos, devido a suas diversas

aplicações [132,133], entre elas, a purificação da água e controle de poluição [134], foram

realizados testes antimicrobianos contra a bactéria E. coli utilizando AuNPs e seu precursor

HAuCl4·3H2O (Figura 3a e 3b). A imobilização de nanopartículas evita a aglomeração e

aumenta sua estabilidade, permitindo sua reutilização. O alginato adicionalmente estabiliza as

pequenas NPs de ouro bem dispersas [135].

Figura 3. Efeito da concentração AuNPs imobilizadas em alginato (a) 17,5 g e (b) 8,75 g contra Escherichia coli

IPT245 na concentração de 104 UFC·ml-1 (a) e 103 UFC·ml-1 (b). Controle (■) alginato (■), HAuCl4·3H2O (■),

AgNO3 (■) e AuNPs (■). O ensaio foi realizado a uma temperatura constante de 35°C, 150 rpm por 48 h (a) e 2 h

(b). A contagem de UFC·ml-1 foi realizada em placas contendo meio TSA. (*) valores não detectados.

O ensaio preliminar com 17,5g e 48 h, teve ótima eficiência, 100% de citotoxicidade,

portanto optamos por reduzir o tempo de experimento e concentração do composto. Sendo o

segundo ensaio com 8,75 g e 2 h, também demonstrando 100% de citotoxicidade a partir de 2

h. Em ambos os experimentos o precursor HAuCl4·3H2O apresentou toxicidade,

especialmente em 48 h de incubação.

Além disso, em contraste, estudos presentes na literatura como o de Williams et al.

[136] demonstraram que havia pouco ou nenhum efeito das AuNPs inorgânicas, produzidas

por reação de citrato de sódio com HAuCl4 em água e posteriormente revestida com

polietilenoglicol (PEG) ± 30 nm, sobre o crescimento de E. coli, indicando que as AuNPs

produzidas por rota biológica são promissoras, além de sustentáveis.
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Na sequência foram feitos ensaios com 8,75 g dos compostos a 40°C, 150 rpm por 2 h

(Figura 4).

Figura 4. Efeito da concentração AuNPs imobilizadas em alginato 8,75 g contra Escherichia coli IPT245 na

concentração de 104 UFC·ml-1. Controle (■) alginato (■), HAuCl4·3H2O (■), AgNO3 (■) e AuNPs (■). O ensaio

foi realizado a uma temperatura constante de 40°C, 150 rpm por 2 h. A contagem de UFC·ml-1 foi realizada em

placas contendo meio TSA.

Quanto ao teste utilizando a temperatura de 40°C, as AuNPsIPT1011 não se mostraram

eficiente no período de 2 h, assim como o precursor HAuCl4·3H2O, resultado semelhante a

estudos com pouco ou nenhum efeito das AuNPs quando não revestidas por algum composto

com efeitos antimicrobianos [137, 138].

5.4. Ensaio de fitotoxicidade

De acordo com os resultados obtidos de densidade celular da microalga C. fusca,

nenhum dos compostos apresentaram toxicidade para o microrganismo (Figura 5).

Instituto de Biociências - Câmpus do Litoral Paulista
Praça Infante D. Henrique s/nº - CEP 11330-900 - São Vicente (SP) - Brasil

Tel. (13) 3569-7100 - Fax (13) 3569-7146 - diretoria@clp.unesp.br

27



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JÚLIO DE MESQUITA FILHO”

Instituto de Biociências
Câmpus do Litoral Paulista

Figura 5. Fitotoxicidade de Chlorella fusca expostas a AuNPsIPT1011, HAuCl4·3H2O e alginato. Barras de erro

representando o desvio padrão.

Nos ensaios de fitotoxicidade, as AuNPsIPT1011 não apresentaram comprometimento no

crescimento de C. fusca e, após 72 h de exposição, a viabilidade celular permaneceu acima de

85%. É geralmente observado que a citotoxicidade das AuNPs é dependente do tamanho,

onde tamanhos menores demonstraram maior potencial de efeitos tóxicos nas células [138]. A

resposta das algas a condições de estresse, incluindo a presença de metais, envolve a produção

de Espécies Reativas de Oxigênio (ROS) e Espécies Reativas de Nitrogênio (RNS), induzindo

estresse oxidativo nas células e superprodução de pigmentos e carotenóides [140-143]. As

ROS são tóxicas, no entanto, em um nível moderado desempenham um papel essencial nas

vias de sinalização celular [144].

Os mecanismos biológicos de citotoxicidade podem variar de acordo com as

características físico-químicas das AuNPs. Wei e Wang [145] mostraram que as NPs imitam

os antioxidantes, mecanismos de eliminação de ROS, presentes em algas e cianobactérias,

esse resultado também é consistente com alguns resultados publicados por outros

pesquisadores [146, 147]. Além disso, íons metálicos liberados por agregados de NPs podem

causar toxicidade em algas, levando à formação de ROS, peroxidação lipídica entre outras

respostas de toxicidade [144, 148]. Ainda, a agregação de NPs reduz a biodisponibilidade das
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nanopartículas e influencia sua biodisponibilidade no sistema, posteriormente, isso pode

afetar a captação dessas NPs e torná-la mais complicada nas avaliações de toxicidade [149,

150]. Portanto, a compreensão dos mecanismos de resposta das algas às AuNPs é crucial para

o desenvolvimento seguro da nanotecnologia [151].

6. Conclusões

Dentre os 10 fungos avaliados quanto à capacidade de formar bio-AuNPs, apenas,

IPT1011, IPT1013, IBCLP15, IBCLP1212 e AQ3A formaram o nanomaterial. As AuNPs

IPT1011 e IPT1013 apresentaram maior estabilidade e características estruturalmente

relevantes para estudos a condução dos estudos associados a ação antimicrobiana e de

fitotoxicidade, tais quais UV-Vis no espectro do ouro, entre 400 e 750 nm, cor da NP violeta,

tamanho médio em abaixo de 80 nm, Pζ entre +30 mV e -30 mV e PDI entre 0 e 0,300

indicando distribuição monodispersa.

Os ensaios antimicrobianos utilizando as AuNPsIPT1011 em solução coloidal, e contra E.

coli IPT245 e P. aeruginosa IPT365 demonstraram que o bionanomaterial na forma livre

possui ação antimicrobiana, para ambas as bactérias, em concentrações superiores a 50

µg·ml-1. Na forma encapsulada em alginato de sódio, foi observada uma citotoxicidade de

100% quando exposta a 17,5 g e 8,75 g dos compostos empregados após 2 horas de ensaio.

Nos ensaios de fitotoxicidade, as AuNPsIPT1011 não comprometeram o crescimento de

C. fusca e, após 72 h de exposição, a viabilidade celular permaneceu acima de 85%.
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