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RESUMO

MENDES, J.E. Estudo in vitro da atividade antifungica de nanoparticulas de prata em
fungos de armazenamento de soja (Glycine max). 2015. 157 f. Tese de Doutorado.
Programa de Pds Graduagdo em Biotecnologia/ UFSCar, S&o Carlos/SP, Brasil.

A nanotecnologia é a ciéncia responsavel pelo desenvolvimento de novos materiais na escala
nanomeétrica (1-100 nm). Devido as suas propriedades fisico-quimicas Unicas, como tamanho,
funcionalidade e biocompatibilidade, a aplicacdo de nanoparticulas metalicas em diferentes
areas tem se tornado cada vez mais notoria. Entre as nanoparticulas metélicas, as de prata sdo
amplamente reconhecidas por suas aplicacdes em diversas areas, como: agricultura, medicina,
biotecnologia e industria de alimentos. As nanoparticulas de prata sdo conhecidas por sua
atividade antimicrobiana e por inibir uma ampla gama de bactérias, porém existem poucos
estudos relacionados a sua atividade antifungica. Desse modo, o presente trabalho avaliou o
efeito de nanoparticulas de prata (AgNPs) na atividade antifingica in vitro de fungos
micotoxicogénicos do género Aspergillus e do fitopatdgeno Phomopsis sp. da cultura da soja.
O método de sintese de nanoparticulas de prata utilizado nesse trabalho foi o Método de
Turkevich, também conhecido como Método Citrato. Esse método, ja foi bem estabelecido e
nele os ions de prata sdo reduzidos pelo citrato, em meio aquoso, que também atua como
agente estabilizante da reacdo. A caracterizacdo das AgNPs foi realizada utilizando as
técnicas de espectroscopia no UV-visivel (UV-vis), microscopia eletronica de varredura
(MEV-FEG) e espalhamento de luz dinamico (DLS). O espectro de absor¢do UV-Vis do
coloide mostrou uma banda plasmon caracteristica de nanoparticulas de prata, em
aproximadamente 430 nm. As imagens de MEV-FEG confirmaram a forma esférica, regular e
homogénea das particulas. Através do espalhamento de luz dindmico (DLS) foi confirmado o
tamanho médio de aproximadamente 52 nm das nanoparticulas sintetizadas. Através da
avaliacdo da taxa de crescimento micelial observou-se que as nanoparticulas de prata foram
eficientes nas concentragdes 50, 180, 270 e 540 pug mL™, inibindo em 100% o crescimento e
desenvolvimento fungico em todas as estirpes do género Aspergillus avaliados. Neste trabalho
também foi comprovada a eficiéncia das nanoparticulas de prata no controle in vitro do
fitopatdgeno Phomopsis sp. (MES1154), causador de diversos problemas na cultura da soja,
tais como: doenca do cancro da haste da soja, da seca da vagem e da deterioracdo das
sementes. Verificou-se ainda que, na presenca de 5 pg mL™ de nanoparticulas de prata, a
estirpe de Aspergillus parasiticus MUM 92.02 produziu a metade de aflatoxinas totais, em
comparacdao com os controles, inibindo 50% da producdo. A concentracdo inibitoria minima
(CIM) de AgNPs foi de 6,25 pug mL™ para todas as estirpes de Aspergillus. Em concluséo,
contribuiu-se, desta forma, para o desenvolvimento de novas estratégias para prevenir e
remediar a presenca de micotoxinas (aflatoxinas, fumonisina e ocratoxina) em grdos e
sementes de soja. Além disso, a utilizacdo de nanoparticulas de prata como agente antifingico
pode ser uma alternativa sustentavel para substituir ou reduzir o uso indiscriminado de
fungicidas comerciais evitando assim o desenvolvimento de resisténcia fangica.

Palavras-chave: nanoparticulas de prata, sintese, inibig&o, atividade antifingica.



ABSTRACT

MENDES, J.E. In vitro study of antifungal activity of silver nanoparticles in storage fungi
soybean (Glycine max). 2015. 157 f. Doctoral Thesis. Postgraduate Program in
Biotechnology/UFSCar, Sdo Carlos/SP, Brazil.

Nanotechnology is the science responsible for the development of new materials at the
nanoscale (1-100nm). Due of its unique physical and chemical properties, such as size,
functionality and biocompatibility, the application of metal nanoparticles has become
increasingly apparent. Among metallic nanoparticles, the one made with silver are widely
recognized for their applications in many areas, such as agriculture, medicine, biotechnology
and food industry. Silver nanoparticles are known for their antimicrobial activity and inhibits
a wide range of bacteria, however few studies related to its antifungal activity are performed.
Therefore, this study evaluated the effect of silver nanoparticles (AgNPs) in antifungal
activity in vitro of mycotoxigenic fungi Aspergillus and pathogen Phomopsis sp. of soybean.
The synthesis of silver nanoparticles used in this work was the Turkevich method, also known
as citrate method. This method has been well established, where the silver ions are reduced by
citrate in an aqueous medium, which also acts as a stabilizer of the reaction. The AgNPs
characterization was conducted using spectroscopic techniques in UV-visible (UV-vis),
scanning electron microscopy (SEM-FEG) and dynamic light scattering (DLS). The UV-Vis
absorption spectrum of the colloid revealed a plasmon band characteristic of silver
nanoparticles, in approximately 430 nm. The SEM-FEG pictures confirmed the spherical,
regular, and homogeneous shape of the particles. Through the dynamic light scattering (DLS),
was confirmed the average size of approximately 52 nm of the synthesized nanoparticles. By
assessing the mycelial rate of growth, it was observed that silver nanoparticles were effective
at concentrations 50, 180, 270 and pg mL™. This concentration inhbits 100% of the fungal
growth and development in all strains of the Aspergillus spp. This work also demonstrated the
efficiency of silver nanoparticles in vitro control of the pathogen Phomopsis sp. (MES1154),
which causes many problems in soybeans, such as soybean stem canker disease, dry pod and
the deterioration of seeds. It was also found that in the presence of 5 pg mL™ of silver
nanoparticles, the strain of Aspergillus parasiticus 92.02 MUM produced half of total
aflatoxin in comparison with the controls, inhibiting 50% of production. The minimum
inhibitory concentration (MIC) of AgNPS was 6,25 pg mL™ for all strains of Aspergillus. In
conclusion, this work shows new strategies to prevent and remedy the presence of mycotoxins
(aflatoxins, fumonisin and ochratoxin) in grains and soybeans. Furthermore, the use of silver
nanoparticles as an antifungal agent can be a sustainable alternative to replace or reduce the
widespread use of commercial fungicides thereby preventing the development of fungal
resistance.

Keywords: silver nanoparticles, synthesis, inhibition, antifungal activity.
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1.  INTRODUCAO

1.1Nanotecnologia e nanomateriais

O cenario mundial em que a humanidade esta inserida mostra claramente que
mudancas sdo necessarias para a sobrevivéncia. Nunca antes as transformacgfes foram téo
dindmicas, a ponto de afetar diretamente a economia mundial, de pequenos e grandes paises,
0s avangos tecnoldgicos e o progresso da ciéncia. E nesse contexto de buscas por grandes
inovacOes e abrangéncia mundial que se insere a nanotecnologia (KUBO, 2014).

As pesquisas em nanotecnologia se iniciaram em 29 de dezembro de 1959, no
encontro da Sociedade Americana de Fisica em uma conferéncia no Instituto de Tecnologia
da California, intitulada “There is a Plenty of Room at the Bottom”, proferida pelo fisico
norte-americano Richard Feynman, ganhador do Prémio Nobel de Fisica em 1985 e que se
tornou um artigo cientifico classico no século XX. Nessa apresentacdo, Feynman
compartilhou suas ideias quanto ao arranjo e manipulacdo de atomos, conforme fosse
desejado, para a producdo de novos materiais. Ele apresentou uma visdo tecnoldgica de
miniaturizacdo extrema varios anos antes da palavra “chip” fazer parte do nosso vocabulario €
também falou sobre as dificuldades de se manipular e controlar objetos de pequena escala.
Para ele, todas essas possibilidades ocorreriam apenas por uma questdo de conhecimento,
tempo e tecnologia disponivel, o que ele realmente estava correto (FEYNMAN, 1959).
Extrapolando as leis fisicas conhecidas, devido a esse pensamento visionario, Richard
Feynman é considerado o pai da nanotecnologia.

A palavra “nanotecnologia” foi usada pela primeira vez em 1974 pelo professor da
Universidade de Ciéncia de Toquio, Norio Tanigushi, relacionando-a ao conjunto de estudos e
aplicacdes de objetos e processos em escala nanométrica (FIGUEIREDO, 2006). Como citado
acima Nano vem do grego “ando” e cientificamente & usado como notagdo para expressar um
bilionésimo (10°°). Assim, um nandmetro significa um bilionésimo de metro (10° m ou nm).
Assim, nanotecnologia, pode ser definida hoje como a capacidade de manipular atomos em
escala nanométrica, visando a formagdo de novos materiais (DURAN et al., 2007),

Desde o surgimento do microscopio de varredura por tunelamento (STM), em 1981
por Gerd Binning e Heinrich Roherer no laboratério da IBM em Zurich, Suica, muitos

trabalhos foram desenvolvidos no campo da nanotecnologia. Um exemplo é a descoberta dos



21

nanotubos de carbono em 1991 pelo professor Sumio lijama, da NEC, Tsukuba. Os estudos
voltados para a &rea deu inicio a uma nova classe de materiais, 0s nanomateriais, em que pelo
menos uma de suas dimensdes é obtida em escala nanométrica. Diferentemente dos solidos
cristalinos e das moléculas, os nanomateriais apresentam propriedades distintas devido aos
efeitos de tamanho e de superficie (11JIMA, 1991).

A nanotecnologia é considerada uma forma de engenharia molecular que tem sido
anunciada como a “nova revolugdo tecnoldgica” (WOOD; JONES; GELDART, 2003). Esta
tecnologia estd permitindo que a industria possa manipular a matéria em nivel atémico,
oferecendo assim possibilidades inigualaveis através da biotecnologia, tecnologia da
informacao, agricultura, medicamentos e materiais (PERKEL, 2002).

Assis (2007) define a nanotecnologia como um conjunto de atividades ou mecanismos
que ocorrem em uma escala extremamente pequena, mas que tenham implicagbes no mundo
real. Esses mecanismos estdo além da percepcdo do olho humano e operam em uma escala

chamada nanométrica (Figura 1.1).
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Figura 1.1 - Escala de comprimento que mostra o tamanho dos nanomateriais em comparagéo
com os componentes bioldgicos e definicdo de nano e micro tamanhos. Adaptada de Buzea;
Blandino; Robbie, 2007.
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A nanotecnologia pode ter aplicacGes em diversas areas tais como (BOWMAN, 2007):

e Nano-medicina: nano-farmacos, dispositivos médicos e engenharia de tecidos;

e Desenvolvimento de equipamentos cientificos: microscopio de forca atbmica e
microscopio de varredura por tunelamento eletronico;

e Cosmetologia: substancias quimicas em nanoescala;

e Quimica: compostos, tintas e revestimentos;

e Agricultura: pesticidas e producdo de alimentos;

e Materiais: nanoparticulas, nanotubos de carbono, biopolimeros, tintas e
revestimentos;

e Ciéncia dos alimentos: processos, alimentos funcionais e nutracéuticos e alimentos
nanoencapsulados;

e Meio ambiente e energia: filtros de purificacdo do ar e da agua, energia fotovoltaica e
celula combustivel;

e Seguranca: biossensores e armas;

e Eletronica: semicondutores, chips, armazenamento, fotdnica e optoeletronica.

Devido o grande potencial que a nanotecnologia possui nas diversas areas citadas
anteriormente, o mercado mundial é estimado em mais de um trilhdo de Euros em 2011-2015
(STYLIOS; GIANNOUDIS; WAN, 2005). Os locais que mais investem em nanotecnologia
sdo: USA, a Europa e Japdo, cada um destes vem investindo cerca de um bilhdo de dolares ao
ano. Juntos sdo detentores de cerca da metade dos investimentos mundial. No Brasil o
governo investiu R$ 140 milhdes entre 2001 e 2006 em redes de pesquisa e projetos na area
de nanotecnologia (MENDES et al., 2006).

Segundo Opara (2004) as novas descobertas da biotecnologia, da informacéo e
comunicacdo tecnoldgicas (ICT) e da nanotecnologia irdo revolucionar a agricultura no século
XXI, tais transformacdes serdo mais inovadoras do que as da “revolu¢do verde” no século
XX.

O agronegdcio brasileiro é apontado por muitos pesquisadores como uma das areas de
aplicacdo das nanotecnologias em que o Brasil teria condi¢Oes de tornar-se extremamente
competitivo (MATTOSO; MEDEIROS; NETO, 2005). Atualmente no Brasil, a maior parte
das pesquisas relacionadas a bionanotecnologia e nanotecnologia na agricultura, €
desenvolvida na Embrapa. Os Laboratorios da Embrapa Instrumentacéo, localizados em S&o
Carlos-SP, tem realizado pesquisas nanotecnol6gicas para obter processos e produtos de

melhor qualidade. Dentre as novas tecnologias criadas podem ser citadas trés linhas de
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pesquisa principais: sensores, que sdo superficies capazes de interagir com moléculas de um
composto (podem ser usados contra micro-organismos, agrotéxicos em meio aquoso e na
deteccdo da qualidade de frutos); embalagens e revestimentos (biofilmes comestiveis), como
os nanofilmes de alimentos que aumentam o tempo de conservacao e o0 aproveitamento de
residuos, ou seja, reciclagem de dejetos provenientes da agroindustria. Nesta 32 linha de
pesquisa sdo utilizados processos que possibilitam reaproveitar os residuos de diversas
culturas (cana-de-agucar, arroz, soja e frutas), reduzindo o impacto ambiental (EMBRAPA,
2007).

O Brasil esta entre as dez na¢fes que mais investem em patentes sobre fertilizantes a
base de nanotecnologia do mundo. De acordo com dados do Ministério do Desenvolvimento,
Industria e Comércio Exterior em 2007 o investimento correspondia a 12 bilhdes de reais. Em
seis anos, chega a uma média de R$ 23,3 milhGes por ano. Porém, esses investimentos sao
concentrados na &rea de fertilizantes, visto que o Brasil € um dos maiores consumidores
desses produtos no mundo (MIDC, 2007).

Na nanotecnologia, uma classe que tem despertado grande interesse na sociedade
cientifica nos ultimos anos sdo as nanoparticulas, por apresentarem propriedades fisico-
quimicas Unicas e um grande potencial em aplicacdes tecnoldgicas industriais, bioldgicas e
médicas (KURODA, 1999; CRESPILHO et al., 2006). As nanoparticulas tém despertado
grande atencdo em areas como catélise (QIU; BEDNAROVA,; LEE 2006), nanoeletrénica
(DABBOUSI et al.,, 1995), meio ambiente (YOON et al., 2008) e na area médica por
apresentar propriedades antimicrobianas (CHEN; SCHLUESENER et al., 2008).

1.2Classificacdo das nanoparticulas

As nanoparticulas podem ser agrupadas em duas classes: nanoparticulas organicas e
inorganicas. As nanoparticulas orgéanicas podem incluir as nanoparticulas de carbono
(fulerenos), e as nanoparticulas inorganicas incluem as nanoparticulas magnéticas,
nanoparticulas metalicas (prata e ouro) e as nanoparticulas de semicondutores (didéxido de
titanio e éxido de zinco) (SINGH; MANIKANDAN; KUMARAGURU, 2011).

Considera-se que os estudos sobre nanoparticulas organicas sdo Uteis para a
compreensdo dos materiais a granel e as moléculas individuais, incluindo os cristais

moleculares organicos, sélidos amorfos, os materiais poliméricos organicos, solugdes, cristais
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liguidos, que sd@o considerados estruturas e componentes moleculares (MASUHARA,;
NAKANISHI; SASAKI, 2003).

As nanoparticulas inorganicas tém grande potencial de uso, pois possuem
caracteristicas versateis tais como: tamanho (largura), funcionalidade, biocompatibilidade,
capacidade de entrega e liberacdo controlada de farmacos (XU et al., 2006). Além disso, as
nanoparticulas inorganicas podem atuar como agentes antibacterianos e antifangicos, podendo
interagir com os micro-organismos (HERNANDEZ-SIERRA et al., 2008; RAI; YADAV;
GADE, 2009).

Dentro da classificacdo de nanoparticulas inorganicas, as nanoparticulas metélicas tem
grande aplicacdo em diversas areas como: tecnologia de sensores, aparelhos opticos, catalise,
marcadores biologicos e sistemas de transporte de drogas (DANIEL; ASTRUC, 2004). Estas
nanoparticulas também sdo usadas como aditivos de combustiveis, reduzindo as emissdes
através do aumento da eficiéncia de combustdo. Podem ser citadas, as nanoparticulas de
Oxidos metélicos, uma vez que promovem as reacdes de combustdo in situ sem desgaste
significativo do motor devido ao tamanho das nanoparticulas envolvidas. Devido a sua
elevada area superficial, estdo sendo investigadas para o desenvolvimento e a producdo de
eletricidade solar (WILLEMS, 2005).

Nanoparticulas o
Inorganicas
NPs de ouro NPsde 6xidode  fonslantanideos
ferro paramagnéticos
A 4 QZ
Narlopartlculas §> 7 N
organicas ’{?l ‘2}3}'
Dendrimeros Micelas Lipossomas Ferritina

Figura 1.2 - Classificacdo de nanoparticulas inorgénicas e organicas. Adaptada de Xing et
al., (2014).

Nos ultimos anos o numero de artigos publicados em revistas internacionais
relacionados a nanoparticulas de metalicas cresceu exponencialmente, sendo que as

publicagdes relacionadas as particulas metélicas tém sua maior fracdo sobre particulas de ouro
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e de prata, também com um recente aumento no numero de pedidos de patentes sobre
processos de sintese de nanoparticulas e de nanocompositos, provavelmente devido a
popularizacéo das investigacdes sobre as propriedades da matéria em escala nanométrica. Os
estudos sobre as nanoparticulas sdo, em sua maioria, relacionados aos processos de sintese.
Por outro lado, o numero de artigos que descrevem as aplica¢fes tem aumentado nos Gltimos
anos, principalmente nas areas de pesquisa relacionadas ao uso de nanoparticulas em sistemas
biolégicos (GORUP, 2010).

Atualmente, as nanoparticulas inorganicas metalicas mais estudadas sdo as
nanoparticulas de: prata (AgNPs) e ouro (AuNPs) (KAMAT, 2002; WEI; QIAN, 2008;
MALLIN; MURPHY, 2002). O interesse nestes dois metais, Ag e Au, estdo em suas
caracteristicas intrinsecas, como estabilidade quimica, condutividade elétrica e alta atividade
catalitica (MURUGADOSS; CHATTOPADHYAY, 2008; EVANOFF; CHUMANOV, 2004;
MERGA et al., 2007). As AuNPs sdo muito usadas na construcao de biossensores (STEHR et
al., 2008), pois apresentam uma 6tima estabilidade e interacdo com os grupos nitrila (-CN),
tiol (-SH) e amina primaria (-NH;) (HUANG; YUAN; YANG, 2005), presentes em varias
biomoléculas celulares. Ja os estudos relacionados as AgNPs se concentram no seu efeito
bactericida (MORONES et al., 2005, DURAN et al., 2007), na facilidade destas
nanoparticulas formarem estruturas pouco convencionais, como nanoprismas (JIN et al.,
2001).

Além disso, nanoparticulas de prata, em particular, sdo de grande interesse devido a
sua capacidade de interagir com a luz de forma eficiente, em virtude da ressonancia
plasmdnica, que sdo as oscilagbes coletivas de elétrons conduzidas no metal. Nanoparticulas
de prata certamente tém o potencial para serem o0s blocos da construgdo de futuros
dispositivos fotdnicos e plasmdnicos, isso com o amadurecimento da nanotecnologia
(EVANOFF; CHUMANOV, 2004).

1.2.1 Nanoparticulas de prata

O uso de coloides de prata, ou seja, particulas nanométricas (nanoparticulas) em
solucgéo de tamanho entre 10° a 10° (KEY; MAASS, 2001) tem sido relatado em documentos
cientificos desde o fim do século 18 e a aplicacdo dessas particulas nanomeétricas foi
intensificado entre 1910 e 1920 (GIBBS, 1999).


http://pubs.acs.org/action/doSearch?action=search&author=Mallin%2C+Michael+P.&qsSearchArea=author
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As nanoparticulas de prata sdo conhecidas por sua atividade antimicrobiana e por
inibir uma ampla gama de micro-organismos dentre eles bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas incluindo estirpes resistentes a antibioticos (BALAZS et al., 2004), fungos,
protozoarios e alguns tipos de virus (MELAIYE; YOUNGS, 2005; STOBIE et al. 2008).
Comparada com outros metais, a prata causa maior toxicidade aos micro-organismos ao
mesmo tempo em que exibe menor toxicidade para células de mamiferos (ZHAO; STEVENS,
1998).

Nanoparticulas de prata sdo muito eficazes, pois possuem uma alta relacéo
superficie/volume, de modo que uma grande proporcdo de nanoparticulas de prata esta em
contato direto com seu ambiente (INGLE et al., 2008). Essa caracteristica possibilita uma
maior acdo no sitio alvo quando comparado com particulas ndo nanométricas (GUPTA;
GUPTA, 2005; KARIMI; KARIMI; SHOKROLLAHI, 2013; MAURIN et al., 2013). Desse
modo, estudiosos estdo direcionando suas pesquisas para as nanoparticulas de prata
especialmente para resolver o problema dos patdgenos, incluindo bactérias e fungos,
resistentes a diversos farmacos (GEMMELL; EDWARDS; FRAINSE, 2006; CHOPRA,
2007).

Estudos com nanoparticulas de prata tém se mostrado promissoras no combate de
bactérias Gram positivas (Staphylococcus aureus). As nanoparticulas foram incorporadas em
tecido e mostraram causar esterilidade, contribuindo assim para minimizar infecgdes.
Nanoparticulas metalicas foram incorporadas a tintas sintetizadas a partir de 6leos vegetais e
mostraram ter uma boa atividade antibacteriana (KUMAR et al., 2008).

Além de agentes antimicrobianos, as nanoparticulas de prata sdo usadas em
biossensores e filtros (CAO, 2004), curativos, em tecidos téxteis e ataduras para os pacientes
com queimaduras (DURAN et al., 2007), em mascaras cirdrgicas (LI et al., 2006), em
condicionadores de tecidos (préteses) (NAM, 2011), em cateteres, fios de sutura, tenddes
artificiais e adesivos ortodéntico (CHEN; SCHLUESENER, 2008). As nanoparticulas de
prata também estdo sendo usadas em sistemas de purificacdo de agua (MAYNARD, 2007) e
em biofilmes para a conservacao de alimentos (MATTOSO; RIBEIRO; NETO, 2008).

Em comparagdo com outros metais estudados, a prata é a que possui a maior
toxicidade contra os micro-organismos na seguinte escala de toxicidade: Ag> Hg > Cu > Cd >
Pb > Co > Au > Zn > Fe > Mn > Mo > Sn. Adicionalmente, a prata € o metal que apresenta a
menor toxicidade para as células animais (MATTOSO; RIBEIRO; NETO, 2008).

As nanoparticulas de prata sdo menos toxicas para 0S seres humanos, pois em

comparacdo com particulas de prata em dimensdes maiores (micrométricas) nanoparticulas
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sdo dispersas e estdo em baixas concentracdes que podem circular pelas membranas celulares
sem ocasionar danos aos organismos superiores, e visto que a concentragdo efetiva para a
atuacdo contra micro-organismos é de 1 mg/L (CHOI et al., 2008) e a concentracdo toxica
para os seres humanos € de 10 mg/L. No entanto, as particulas de prata em dimensdes maiores
(micrométricas) causam a obstrucdo das membranas celulares, promovendo um
envenenamento por prata, conhecido por Argiria. Essa intoxicacdo ndo ocorre com a
utilizacdo das nanoparticulas (CARREIRA, 2009).

Assim, nanoparticulas de prata é o candidato ideal para o desenvolvimento de novos
produtos antimicrobianos e estes sdo referidos como sendo agentes antimicrobianos de novas
geracOes (RAI; YADAV; GADE, 2009).

1.3 Fungos

Os fungos (reino Fungi) constituem um grande e diversificado grupo de seres vivos
(bolores, cogumelos e leveduras), que podem ser encontrados em quase todos 0s nichos
ecologicos (WEBSTER; WEBER, 2007). Ja foram descritas aproximadamente 100.000
espécies, no entanto, estima-se que existam mais de 1,5 milhGes de espécies no planeta
(WEBSTER; WEBER, 2007; MADIGAN et al., 2009). Atualmente os fungos constituem o
Reino Fungi, sendo este reino é dividido em 4 filos (Chytridiomycota, Zygomycota,
Basidiomycota e Ascomycota) (WEBSTER; WEBER, 2007), Tese Thalita

Os fungos sdo seres eucariontes multicelulares, podendo também ser unicelulares (como
as leveduras), quimiorganotréficos e na sua maioria aerébios (MADIGAN et al., 2009). Os
fungos pluricelulares possuem estruturas filamentosas, as hifas. As hifas podem ser septadas
ou nao-septadas (cenociticas). Os septos sdo paredes transversais que derivam das estruturas
filamentosas. No caso das hifas septadas, ha varios nucleos dispersos no citoplasma. Ja as
hifas ndo-septadas, estas podem ser de dois tipos: mononucleadas ou multinucleadas. A livre
ramificacdo e entrelacamento das hifas formam o corpo do fungo chamado de micélio
(PELCZAR; CHAN; KRIEG; 1997).

Durante a fase reprodutiva, 0 micélio forma estruturas assexuadas e/ou sexuadas que
originardo 0s esporos, responsaveis pela propagacdo das espécies. A grande maioria dos
fungos se reproduz através de esporos, sendo que um pequeno fragmento do fungo é capaz de
formar um novo individuo (PELCZAR; CHAN; KRIEG; 1997, KUBO, 2014).
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Os esporos sdo estruturas utilizadas para protegéo e reproducédo. Os esporos sexuados,
utilizados para a reproducdo, sdo produzidos através da fusdo de duas células reprodutivas
especializadas, os gametas, em uma célula fertilizada. Ja a formacgéo dos esporos assexuados
ndo envolve a fusdo de gametas, e sua funcgéo € disseminar a espécie. Os esporos assexuados
sdo normalmente brancos quando recém-produzidos, mas adquirem sua cor caracteristica com
a idade, com o amadurecimento do fungo (PELCZAR; CHAN; KRIEG; 1997; MADIGAN;
MARTINKO; PARKER, 2004).

Os micologistas dependem significativamente do reconhecimento dos esporos sexuais
e assexuais caracteristicos, tanto para classificar quanto para identificar os fungos (WALKER,
2000; MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004). Os tipos de esporos sdo distinguiveis em
funcdo de sua filogenia, juntamente com caracteristicas estruturais, formam a base da
taxonomia e sistematica (MORTON, 1993). Desse modo, a identificacdo dos fungos é
baseada no modo de formacgdo dos esporos, enquanto as caracteristicas relacionadas com as
propriedades da parede dos esporos, tais como: espessura, pigmentacdo e reacoes
histoquimicas sdo utilizadas para identificacdo de espécies (BENTIVENGA; MORTON,
1994).

Muitos fungos apresentam apenas a fase assexuada e sdo, por isso, classificados como
anamorficos, sendo também chamados de “fungos imperfeitos”. Tais fungos sdo disseminados
por propagulos que se formam em células onde ndo ocorre meiose, e tipicamente reproduzem-
se por mitose em estruturas chamadas conidios (KIRK et al., 2001)

Nos fungos, a estrutura celular é semelhante a dos outros eucariotos, constituida
basicamente por uma membrana, um citoplasma com as organelas distribuidas aleatoriamente
por todo interior celular e um compartimento especial, 0 nlcleo, que armazena o material
genético. As células podem ser encontradas na forma unicelular, como as leveduras, ou entdo
formando conjuntos de hifas, septadas ou ndo, denominadas de micélio, como no caso dos
fungos filamentosos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005; MADIGAN; MARTINKO;
PARKER, 2004).

A parede celular dos fungos é uma estrutura rigida, essencial para a sobrevivéncia dos
fungos, assemelha-se estruturalmente a parede celular dos vegetais, porém é quimicamente
diferente. A composicdo quimica da parede celular € bastante complexa, constituida
principalmente por polissacarideos, ligada ou ndo a proteinas ou lipideos, polifosfatos e ions
inorganicos formando a matriz amorfa. Quitina, glucanas (1,3-B- e 1,6-B-glucana),
galactomananas e proteinas sdo 0s compostos mais frequentes, embora sua quantidade possa

variar entre as diferentes espécies de fungos (ADAMS, 2004).
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Outro aspecto da parede é a coloragdo, que nos fungos é determinada por diferentes
pigmentos (SAKAKI et al., 2000), encontrados principalmente na parede, mas que também
podem estar presentes nos fluidos, livres da parede e, entdo, geralmente, na forma de granulos
(Butler e Day, 1998). Os pigmentos da parede, frequentemente polifendlicos, funcionam
presumivelmente como reforco da rede de proteinas e polissacarideos, através de ligagdes
cruzadas oxidativas ou pela impregnacdo com um polimero hidrofébico (PETER, 2001).

Desse modo, estes pigmentos podem conferir diferentes coloracdes as culturas e as
frutificacdes (ascomas, basidiomas): amarela (ancaflavina em Monascuspurpureus), amarelo-
alaranjado (aurofusarina em Fusarium culmorum), laranja (f-caroteno em Rhodotorula
glutinis), azul (boletol em Boletus luridus) e vermelha (auxarconjugatinas em Auxarthon
conjugatum). A fungdo de certos pigmentos ¢ antioxidativa, como para os [-carotenos e a
torularodina (BUZZINI; MARTINI, 1999; DURAN et al., 2001).

Alguns fungos sdo completamente escuros, tanto na forma micelial quanto na de
estruturas esporuladoras e/ou esporos. Neste caso, 0 pigmento responsavel é a melanina, um
exemplo é o Aspergillus niger (ascomicetos) cujos esporos sao externamente escuros
(BUTLER; DAY, 1998). As melaninas protegem os organismos do estresse ambiental
(exposicdo a metais pesados, dessecacdo, condi¢Bes hiperosmaticas e temperaturas extremas),
do antagonismo de outros organismos (Phellinus weirii), da limitacdo de nutrientes, do
choque de pH e contra a radiagdo ionizante e UV. No caso de fungos fitopatogénicos, a
melanina pode desempenhar um papel importante na protecdo contra os radicais livres de
oxigénio, gerados pela planta, como resposta a infeccdo pelo fungo (HENSON; BUTLER,;
DAY, 1999).

Os fungos sobrevivem através da absor¢do de nutrientes, também conhecida nutrigdo
absortiva, geralmente apresentando exigéncias nutricionais simples. Eles podem ser aerdbios
ou anaerobios facultativos. Varias espécies podem crescer em ambientes com valores de pH
extremamente baixos e com temperaturas altas ou baixas. Os principais macronutrientes sao o
carbono e o nitrogénio, seguido pelos elementos quimicos P, S, K, Mg, Ca, Na e Fe, cada um
deles desempenhando papéis fundamentais para a sobrevivéncia do micro-organismo no
ambiente (TORTORA; FUNKE; CASE, 2000; MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004).

Os fungos sé@o de grande interesse, pois atuam como parasitas de plantas, animais e de
outros fungos (ALEXOPOULQOS; MIMS; BLACKWELL, 1996). Os fungos filamentosos,
como o0s do género Aspergillus, contaminam alimentos e podem causar grandes perdas
econdmicas devido a sua proliferacdo, deterioracdo dos alimentos e pela sintese de compostos
indesejaveis (VENANCIO; ABRUNHOSA; SERRA, 2005). Sendo assim, algumas espécies
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de Aspergillus sdo responsaveis por contaminar produtos agricolas em diferentes fases, como
pré-colheita, colheita, processamento e ainda podem produzir micotoxinas (PERRONE et al.,
2007).

1.3.1 O género Aspergillus

O género Aspergillus faz parte do filo Ascomycetes que contém cerca de 150 espécies
catalogadas e foi catalogado pelo padre italiano e bidlogo Pier Antonio Micheli em 1729
(HUBKA et al., 2013).

Em relacdo a taxonomia, o Aspergillus spp. é agrupado a divisdo Deuteromycotina, a
classe dos Hyphomycetes, a ordem Moniliales, e a familia Moniliaceae. Sdo fungos
caracterizados pelo desenvolvimento de colbnias coloridas e brilhantes e por produzir
conidias em cabecas tipicas (Figura 1.3), do tipo mop-like (escovao) (PITT; HOCKING,
1997).

A morfologia do conidioforo, as estruturas que dao origem 0s esporos assexuados, €
de extrema importancia na taxinomia dos fungos do género Aspergillus, uma vez que as
caracteristicas microscopicas de maior valor na classificacdo e identificacdo das espécies de
Aspergillus sdo o tipo de aspergillum (unisseriados e bisseriados), a forma, a ornamentacéo e
a cor dos esporos (BENNETT, 2010). Além das caracteristicas microscépicas, também sao
usadas caracteristicas culturais em meios e condi¢cBes de incubagdo padronizada, como o

tamanho, cor e textura da col6nia (VRIES et al., 2005).
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Figura 1.3 - Morfologia do género Aspergillus. Adaptada de Tsitsigiannis et al., (2004).

As espécies de Aspergillus desempenham um papel importante nos ecossistemas
naturais e na sua relacdo com o homem. Este género compreende micro-organismos com
grandes potencialidades biotecnoldgicas, devido as suas capacidades de produzir enzimas,
acidos organicos e metabolitos secundarios. No entanto, algumas espécies de Aspergillus
podem causar doencas em plantas e em animais e sdo os fungos contaminantes de produtos
agro-alimentares mais comuns. Desse modo, estas espécies patogénicas provocam grandes
perdas na agricultura, pois deterioram os alimentos armazenados (TEIXEIRA; FERNANDES;
LUNA, 1994; NIELSEN, 2009; BENNETT, 2010).

O desenvolvimento destes micro-organismos ndo ocorre somente no campo, mas
também durante o processo de formacdo das sementes, na colheita, nas fases de secagem,
beneficiamento e armazenamento (ROSSETTO; SILVA; ARAUJO, 2005); e ainda no
manuseio e transporte até o consumidor (SANTOS; LOPES; KOSSEKI, 2001). O impacto
econdémico da contaminacdo fungica inclui a diminuicdo do poder de germinacéo,
emboloramento visivel, descoloragdo, odor desagradavel, perda de matéria seca, perda de
viabilidade e vigor, mudancas quimicas e nutricionais com consequente perda da qualidade,
producdo de micotoxinas, tornando o seu consumo improprio (PASTER; BULLERMAN,
1988).
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Os esporos dos Aspergillus sdo facilmente dispersos pelo vento e séo espalhados pelo
ambiente, até que se depositam em alguma superficie. Dependendo das condic¢Bes do local
onde o esporo se depositou este pode germinar ou ndo (BENNETT, 2010). Normalmente,
produtos alimenticios como: frutos, cereais, grdos e sementes, sdo locais excelentes para a
germinacdo dos esporos uma vez que apresentam condicOes apropriadas para 0 crescimento
dos fungos (WEBSTER; WEBER, 2007). Este fator de dispersdo confere aos fungos a
ubiquidade na natureza, ou seja, podendo estar presentes em diversos lugares (Bennett, 2010).
Além disso, os esporos conferem protecdo aos fungos, preservando a sua viabilidade até longe
do seu local de origem e estes podem permanecer latentes por longos periodos de tempo até as
condicBes ambientais se mostrarem favoraveis a sua germinacdo (SOARES, 2007).

Além disso, os fungos do género Aspergillus sdo xerofilicos ou xerotolerantes, ou seja,
podem crescer em baixo potencial de agua, sendo os primeiros a se desenvolverem nas
condigOes de baixa umidade dos grdos e sementes assim facilitando o desenvolvimento de
outros géneros que necessitam mais umidade (PUZZI, 2000).

Os fungos, género Aspergillus, sdo capazes de produzir em condicBes naturais e
laboratoriais, metabolitos secundarios toxicos (WEBSTER; WEBER, 2007). Os metabdlitos
secundarios sdao compostos biossintetizados e excretados através de um conjunto de vias
metabdlicas que ndo sdo essenciais para o crescimento e sobrevivéncia do micro-organismo
(SERRA, 2005; WEBSTER, WEBER, 2007). Estes compostos secundarios estdo presentes no
meio de cultura ou no substrato (um alimento) onde os fungos crescem. Alguns metabdlitos
secundarios fungicos tém propriedades antibidticas e alguns demonstram toxicidade para
animais, chamados de micotoxinas (SERRA, 2005).

As micotoxinas sdo metabolitos secundarios produzidos por fungos filamentosos, isto
é, sdo metabolitos ndo essenciais ao desenvolvimento e reproducdo dos fungos e que
demonstram propriedades toxicas em animais e para o ser humano (VENANCIO;
ABRUNHOSA; SERRA, 2005; NIELSEN et al., 2009). S&o produzidas a partir das vias
metabdlicas dos acetatos e dos terpendides e de alguns processos que usam aminoacidos
essenciais (PATERSON; BRIDGE, 2006; WEBSTER; WEBER, 2007).

A ingestdo de micotoxinas por seres humanos ocorre principalmente pela ingestdo de
alimentos vegetais contaminados, bem como pelo consumo de produtos derivados dos
alimentos, tais como: leite, queijo, carnes e outros produtos de origem animais (SMITH et al.,
1995).

Quando micotoxinas sdo ingeridas elas podem produzir diversos efeitos nocivos a

saude. Os efeitos toxicos produzidos pelas micotoxinas devem-se as diferentes estruturas
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quimicas, aos niveis de contaminacdo de cada micotoxina existente no alimento, a possivel
interacdo toxicoldgica produzida por diferentes micotoxinas, tempo de consumo do alimento
contaminado, e no caso de micotoxinas conjugadas, o risco de que as formas originais de
micotoxinas sejam liberadas apds digestdo no trato gastrointestinal (BERTHILLER et al.,
2013; HUSSEIN; BRASEL, 2001). Além disso, os efeitos toxicos das micotoxinas podem
variar entre 0s organismos Vvivos, dependendo da espécie afetada, sexo, idade, condicGes
nutricionais e fatores ambientais (MALLMANN; DILKIN, 2007).

A Agéncia Internacional para Pesquisa sobre Cancer (International Agency for
Research on Cancer,IARC) tem classificado diversas micotoxinas de acordo com seu
potencial carcinogénico para humanos. As aflatoxinas sdo classificadas no grupo I, compostos
carcindgenos para humanos (IARC 2002), ja as fumonisinas e as ocratoxina (OTA A) sdo
classificadas no grupo 2B, compostos possivelmente carcinogénicos para humanos (IARC,
1993). Em animais, micotoxinas podem causar reducdo no desempenho, causar
imunossupressdo, afetar 6rgdos vitais, interferir na capacidade reprodutiva e em casos de
intoxicacOes agudas causarem a morte dos animais (BHAT et al., 2010).

Em grdos e produtos processados de soja, as principais micotoxinas relatadas s&o:
aflatoxinas (B1, B2, G1, G2), fumonisina, deoxinivalenol, nivalenol, ocratoxina A e
zearalenona, (GONCALEZ et al., 2001; SASSAHARA et al., 2003; MARTINELLI et al.,
2004). As aflatoxinas e as ocratoxinas sdo produzidas pelos fungos do género Aspergillus,
enqguanto deoxinivalenol, nivalenol e zearalenona, pelos fungos do género Fusarium
(SALINAS, 2006). A producdo de micotoxinas em gréos desta cultura é um dado alarmante,
levando em consideracdo que a cultura da soja € a que possui maior possui maior expressao
no cenario agricola nacional, com importante papel socioeconémico. A contaminacdo por
micotoxinas podera prejudicar futuramente as exportacGes dessa commodity.

A crescente preocupacao dos paises importadores quanto a presenca de micotoxinas
nos alimentos tem levado a elaboragdo de legislacGes cada vez mais rigidas, no que se refere
aos niveis maximos de micotoxinas permitidos. O Brasil, a exemplo de outros celeiros
mundiais, devera enfrentar em breve dificuldades cada vez maiores para exportacdo de seus
produtos agricolas. Além disso, estudos conduzidos no Brasil tém comprovado que muitos
alimentos, ragdes e ingredientes apresentam niveis de contaminagdo por micotoxinas muitas
vezes superior ao permitido pela legislacdo brasileira, bem como pela internacional (FREIRE
etal., 2007).

No Brasil o limite méaximo tolerado (LMT) para micotoxinas (aflatoxinas) em

alimentos é de 50 pg/kg, nos Estados Unidos esse limite é de 20 pg/kg e na Suécia, um dos
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paises com a legislagdo para micotoxinas mais rigorosa esse limite m&ximo tolerado é de
apenas 5 pg/kg (ANVISA, 2011).

Desse modo, a descoberta de agentes que possam inibir essas micotoxinas € uma
necessidade real, devido a comunidade agricola internacional esta cada vez mais rigorosa com

a comercializagdo de alimentos contaminados com substancias toxicogéncias.

1.3.2 O género Phomopsis

A soja é a oleaginosa mais importante cultivada no mundo e, atualmente, o Brasil € o
segundo maior produtor mundial desta cultura. Na safra 2013/14 de soja do Brasil, 27 milhdes
de hectares de soja foram plantados, o que corresponde a quase metade (52%) da area total de
culturas de campo no pais, chegando a uma producéo total de 86,57 milhdes de toneladas e
um rendimento médio de 2939 kg / ha (USDA, 2015).

A soja produzida no Brasil tornou-se uma das culturas com maior lucratividade na
agricultura nacional. A cada nova safra essa cultura também incorpora novas tecnologias que
permitem ampliar a produtividade e proporcionar novos aproveitamentos ao gréo
(VENCATO et al., 2005).

No entanto, alguns fatores podem influenciar negativamente a produtividade da
cultura da soja. Dentre eles, destacam-se a ocorréncia de plantas daninhas, pragas e doengas.
As doencas sdo ocasionadas por patdégenos que podem atuar durante todo o ciclo da cultura, e
aquelas que ocorrem principalmente no final do ciclo acarretam prejuizos de até 21% na
producdo de grdos, ocasionando danos principalmente na reducdo de massa de grdos
(SANTOS et al., 2005, CARVALHO et al., 2006).

No entanto, essas doencas ndo sdo as Unicas responsaveis pelas perdas na cultura da
soja. O armazenamento inadequado das sementes também ocasiona a perda do potencial
fisiolégico das sementes. Varios fatores afetam o desempenho das sementes durante o
armazenamento, incluindo o genotipo, estadio de maturacdo, viabilidade, teor de agua inicial
das sementes, temperatura, umidade relativa do ar e deterioragdo das sementes por patégenos
(fungos e bactérias) (CARVALHO et al., 2006).

A maioria das doencas de importancia econdémica que ocorre na soja é causada por
patdgenos que sdo transmitidos pelas sementes. Sementes com mé sanidade ou contaminadas,
introduzem doencas em areas novas ou reintroduzem a doenca em areas ja cultivadas. A

transmisséo via semente é considerado um foco primario da doenca, sendo que o processo de
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infeccdo geralmente ocorre nos estadios iniciais de desenvolvimento da planta (GOULART,
1997).

O fungo Phomopsis spp. anamorfo de Diaporthe spp. (Figura 1.4) causador do cancro
da haste da soja, da seca da haste e da vagem da soja, também provoca a deterioracdo das
sementes e é responsavel pelo descarte de grande nimero de lotes de sementes. Seu maior
dano é em dias com altas temperaturas e chuvosos, nos estadios iniciais de formagdo das
vagens e na maturacdo, quando ocorre o retardamento de colheita por excesso de umidade
(GOULART, 2005).

Devido a atividade desses fitopatdgenos para provocar grandes danos a cultura da soja
é necessario que seja feito um controle eficiente desses micro-organismos. Desta forma, é
indispensavel empregar tecnologias que controlem esses patdgenos de maneira eficaz. Por
isso, atualmente o uso da nanotecnologia (em particular as nanoparticulas) pode contribuir

para reduzir perdas na agricultura ocasionadas por micro-organismos.

Figura 1.4 Phomopsis spp. em sementes de soja. Adaptada de Goulart (2005).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antifungica in vitro de
nanoparticulas de prata (AgNPs) no controle de fungos micotoxicogénicos do género
Aspergillus e do fitopatdgeno Phomopsis da cultura da soja.

2.20bjetivos Especificos

Desta forma, definiu-se 0s seguintes objetivos especificos:

e Sintetizar e caracterizar as nanoparticulas de prata pelo método do citrato;

e Auvaliar o efeito das nanoparticulas de prata atraves do diametro de crescimento diario

dos géneros Aspergillus e Phomopsis;

e Determinar as propriedades inibitérias das nanoparticulas de prata contra micro-

organismos patogénicos de soja;

e Estudar o modo de acdo de nanoparticulas de prata sobre o crescimento e formacéao de

coldnias fungica;

e Determinar a concentragdo inibitoria minima (CIM) das nanoparticulas de prata;

e Quantificar a producdo de micotoxinas pelas espécies micotoxicogénicas de

Aspergillus tratados com nanoparticulas de prata.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1Sintese de Nanoparticulas de prata

As nanoparticulas de prata que foram testadas neste trabalho foram sintetizadas no
Laboratorio Interdisciplinar de Eletroquimica e Ceramica (LIEC) da Universidade Federal de
Séo Carlos (UFSCar), com a colaboracdo do Prof. Dr. Emerson Rodrigues de Camargo.

As dispersfes coloidais de prata foram preparadas utilizando o Método do Citrato,
originalmente proposto por Turkevich; Stevenson; Hillier (1951) como descrito por Gorup et
al., (2011). O sal de citrato foi utilizado como agente redutor e estabilizante. Os reagentes e
solventes foram utilizados na sintese estdo descritos na Tabela 1.1. Todos os reagentes e
solventes foram utilizados conforme recebidos. A &gua utilizada no procedimento

experimental foi destilada e deionizada, utilizando-se um equipamento Millipore Elix-3.

Tabela 3.1- Reagentes utilizados na sintese de nanoparticulas de prata

Reagente Marca Pureza (%)
Nitrato de prata (AgNQO3) Sigma-Aldrich 99
Citrato de sddio (Naz;CsHs0-) Synth 99
Ambnia (NH3) Sigma-Aldrich 28

O procedimento de preparacdo das dispersdes coloidais de prata foi realizado em
capela de fluxo laminar rigorosamente esterilizada com hipoclorito de sédio, alcool etilico
70% e luz ultravioleta visivel por 30 minutos com o intuito de evitar a contaminacdo por
outros fungos e bactérias presentes no ar atmosférico, garantindo a auséncia de micro-
organismos dentro do fluxo laminar.

A sintese das nanoparticulas foi realizada em um becker contendo 200 mL de agua
destilada e deionizada, previamente autoclavada (a 121 °C por 30 minutos), foram aquecidas
a temperatura de 90 °C, sob agitacdo mecanica constante, utilizando uma barra magnética
(Figura 1.1). Em seguida, foram adicionadas 5 mL de nitrato de prata (AgNOs, concentracdo
5,0x10° mol L™). Apés a solucdo aquosa de AgNOj; atingir a temperatura de 90 °C foi
adicionado 5 mL de uma solucdo aquosa de citrato de sodio (NasCgHsO7, concentracéo 0,3
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mol L™). A mistura foi mantida sob constante agitagdo (400 rpm) e aquecimento até o
aparecimento da coloracdo amarelo @mbar. As nanoparticulas de prata coloidal foram
estabilizadas por adicdo de 5 mL de uma solucdo aquosa de aménia (NHs, concentracao 1,4
mol L™). Em seguida, a amostra foi retirada do aquecimento e resfriada até a temperatura
ambiente. Posteriormente, as nanoparticulas de prata foram refrigeradas a 10 °C. As imagens

da sintese de nanoparticulas de prata encontram-se no apéndice (Figura A.1 e Figura A.2).

)
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L 1 1 1 L 1 |l 1 L 1

200 mL de H2O Adic¢do de S mL Adicio de S mL Nucleagido e Adicio de S mL

aquecida até 90°C de AgNO3 de NazCsHsO7  crescimento das de amonia
5,010 mol L! 3,0 mol L! nanoparticulas de 1,4 mol L'
prata

Figura 3.1 - Esquema ilustrativo do procedimento de sintese de nanoparticulas de prata.

3.2Caracterizacdo de nanoparticulas de prata

3.2.1 Espectroscopia UV-Vis

As medidas de absorcdo de luz pela banda plasmon de nanoparticulas de prata podem
ser obtidas nas regibes do ultravioleta, visivel e infravermelho préximo. O aumento no
tamanho das particulas resulta em um deslocamento da banda plasmon de superficie do metal
para a regido espectral de maior comprimento de onda (FENG et al., 2000; SONG; KIM,
2009).

Os espectros UV-Vis das nanoparticulas de prata foram obtidos a partir das solucdes
aquosas usando um espectrofotdmetro de absorcdo UV-vis (Shimadzu Multspec 1501), na
regido de 190 a 800 nm, em cubeta de quartzo com 1 cm de caminho o6tico e utilizando-se

agua como solvente.
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3.2.2 Microscopia eletronica de varredura com fonte de emissdo de campo (MEV-
FEG)

As caracteristicas morfoldgicas das nanoparticulas de prata foram verificadas por
microscopia eletronica de varredura com fonte de emissdo de campo. Foi utilizado um
microscopio Zeiss Supra 35VP com canhdo de emissdo de elétrons por efeito de campo
(MEV-FEG) trabalhando a 10 kV. As amostras foram preparadas depositando-se gota-a-gota
no substrato de silicio a partir da dispersdo coloidal, com posterior evaporacdo do solvente a
temperatura ambiente, sem auxilio de agentes dessecadores. A amostra desidratada foi

colocada diretamente no microscopio, sem qualquer preparacao especial prévia para analise.

3.2.3 Espalhamento de luz dindmico (Dynamic Light Scattering — DLS)

O espalhamento de luz dindmico (Dynamic Light Scattering - DLS) também
conhecido como espalhamento de luz quase elastico (QELS) foi utilizado para medir o
tamanho das nanoparticulas sintetizadas, tendo em vista a distribuicdo de tamanho da
particula em funcdo de intensidade, area, volume e quantidade. Vale ressaltar que as medidas
de espalhamento também foram utilizadas no estudo da estabilidade das AgNPs, mostrando o
grau de agregacdo das particulas. Esta técnica mede o tamanho das particulas por meio do
espalhamento de luz, a particula atua como uma esfera difusa que se movimenta em meio
aquoso, de maneira que a velocidade da particula no meio determina o seu tamanho. Um laser
incide sobre a amostra que espalha a luz. Esse padrdo de espalhamento é projetado em um
anteparo e a aquisicao dos dados é tomada em func¢do do tempo. Dessa forma sdo analisadas
as flutuacbes devido ao espalhamento da luz, estimando assim a velocidade das particulas em
solucdo (BERNE; PECORA, 2000; FRISKEN, 2001).

O equipamento utilizado foi o Zeta Sizer Nano ZS da Malvern Instruments,
pertencente ao Laboratério de Caracterizacdo de Materiais Nanoestruturados da Embrapa
Instrumentacgdo, localizada em S&o Carlos — SP. Este equipamento é capaz de determinar
tamanhos de particulas desde 0,6 nm até 6 um. Os pardmetros selecionados para a medicao
foram: indice de refracdo da prata 1.390, coeficiente de absorcéo da particula de 0.002, indice
de refracdo da agua 1.330, viscosidade 0.8872 cP, tempo de equilibrio de 2 minutos e
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temperatura de 25 °C. Foram realizados quinze ciclos de medi¢do com 10 segundos cada. As
medidas foram realizadas em triplicata e foi considerada a média das distribuicbes do
tamanho das particulas. Os resultados foram analisados pelo software DTS 5.0 (Malvern

Instruments, UK).

3.3Cultivo e crescimento dos fungos

3.3.1 Material bioldgico e preparacéo do indculo

Os fungos utilizados neste trabalho foram: Aspergillus parasiticus MUM 92.02,
Aspergillus flavus 08MAsp567, Aspergillus flavus 08MAsp201, Aspergillus carbonarius
01UAs293 e Aspergillus niger 01UAs248, todos preservados e fornecidos pela Micoteca da
Universidade do Minho (MUM colecéo cultura, Braga, Portugal). Essas estirpes do género
Aspergillus sdo micotoxigénicos. As estirpes MUM 92,02, 08MAsp567 e 08MAsp201
produtoras de aflatoxinas (AFLS), a estirpe 01UAs293 produz ocratoxina A (OTA) e a estirpe
01UAs248 produz fumonisina B2 (FB2). Neste trabalho também foi testado o fungo
Phomopsis sp. MES1154 fornecido pela Micoteca da Embrapa Soja (Colecdo de fungos
fitopatogénicos da Embrapa Soja, localizada em Londrina, Parand).

As estirpes do género Aspergillus estavam congeladas na Micoteca da Universidade
do Minho ja na sua forma ativa em tubos de Falcon contendo solucdo estoque de glicerol. As
estirpes foram revividas em Potato dextrose Agar (PDA), com excegéo da estirpe Aspergillus
carbonarius 01UAs293 que foi revivida em Malte extract agar (MEA). Os meios de cultura
foram autoclavados durante 15 min a 121 °C. Depois de autoclavados e arrefecidos verteu-se
0 meio em placas de 90x15 mm e armazenou-se a temperatura ambiente, em local seco e sem
luz. Desse modo, as placas de Petri contendo meio de cultura foram entdo inoculadas e
incubadas a 25 °C, no escuro durante 7 dias. Posteriormente, completados os 7 dias de
incubacdo para o crescimento fungico, foram preparadas as suspensées de esporos com 10 mL
de solucdo salina (0,9% de NaCl e 0,01% de Tween 20) e a sua concentracdo foi ajustada a
2,5x10° esporos mL™, usando uma camara de Neubauer. O procedimento experimental para o
fungo Phomopsis sp. MES1154 foi realizado no Laboratorio de Amostras Bioldgicas, da

Embrapa Instrumentacdo. Este fungo também foi revivido em Potato dextrose Agar (PDA). O
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meio de cultura foi autoclavado durante 15 min a 121 °C. Depois de autoclavado e arrefecido,
verteu-se 0 meio em placas de 9015 mm e armazenou-se a temperatura ambiente, em local
seco e sem luz. Posteriormente, as placas de Petri com meio de cultura foram inoculadas com
um disco de agar de 5 mm contendo o micélio Phomopsis sp. MES1154. Em seguida, as
placas foram incubadas a 25 °C, no escuro durante 7 dias. Posteriormente, apds a incubagdo
para o crescimento fangico, foram feitos cortes de 5 mm nas placas para a inoculagdo das

placas e realizacdo do teste de atividade antifingica com as nanoparticulas de prata.

3.3.2 Ensaios antifungicos in vitro de nanoparticulas de prata

Os meios de cultura, PDA e MEA, foram usados para testar a atividade antifungica de
nanoparticulas de prata sintetizadas. Os meios foram preparados e autoclavados a 121 °C
durante 15 minutos e deixados arrefecer. Quando os meios de cultura atingiram 50 °C, 5 ml
de nanoparticulas de prata coloidal nas concentracdes 5, 50, 180, 270 e 540 pg mL™ foram
adicionadas em placas de Petri de 90x15 mm e, em seguida, aliquotas de 20 mL do meio de
cultura foram acrescentados nas placas. Movimentos circulares em forma de oito,
(aproximadamente dez vezes consecutivas) foram empregados para favorecer a difusdo das
nanoparticulas de prata no meio de cultura e consequentemente a homogeneizagdo. Esses
movimentos foram moderados, para evitar a projecdo do liquido contra as paredes e a tampa
da placa. As placas foram repousadas para a solidificagdo do meio de cultura juntamente com
as nanoparticulas de prata. As placas com os controles foram preparadas de modo semelhante
com 5 ml de solugdes de: H,O, NasCgHsO7 (0,3 mol L) + NHs (1,4 mol L) o controle
negativo e anfotericinaB (1 pg mL'1, A-4888, Sigma-Aldrich) o controle positivo. O
composto AgNO; (5,0x10° mol L™) também foi testado para avaliar o seu efeito antifiingico
contra as estirpes do género Aspergillus e o fitopatdgeno Phomopsis sp.

As placas foram inoculadas no centro com 10 pL da suspensao de esporos e incubadas
a 25 °C no escuro, durante 7 dias. Contudo, as placas para os testes in vitro com Phomopsis
sp. foram inoculadas no centro com um disco de agar de 5 mm contendo esta estirpe, apos
esse procedimento as placas foram incubadas a 25 °C no escuro, durante 7 dias. Todos 0S
experimentos foram realizados em triplicata com trés repeticbes cada concentracdo de
nanoparticulas de prata coloidal e os respectivos controles. Os didmetros das colbnias dos
fungos foram registrados diariamente. O didmetro das col6nias foi medido diariamente com

uma régua ao longo de 7 dias. A média das 9 replicas foi calculada e a representacéo grafica
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do didmetro das coldnias em funcdo dos dias foi efetuada. A taxa de crescimento radial foi
obtida por regressdao linear utilizando os dados que correspondem a fase exponencial de
crescimento e os graficos foram confeccionados utilizando o programa informatico Prism 6,
GraphPad Software, Inc, San Diego, CA, USA (MOTULSKY e CHRISTOPOULOQS, 2003).

3.3.3 Extracgéo e quantificacdo das micotoxinas

Ap0s o periodo de incubacéo de 7 dias, o contetdo das placas foi cortado em pequenos
pedacos (Figura 3.2) e transferidos para tubos Falcon de 50 mL. Em seguida, 30 mL de
acetonitrila / metanol / acido acético (78/20/2, viv/v) foram adicionados e agitaram-se 0S
tubos fortemente durante 1 min utilizando o equipamento virtex-mixer. Logo apés a agitacéo,
os tubos foram deixados em repouso durante a noite (8 horas) para extrair as micotoxinas.
Apdbs as 8 horas de repouso, 0s sobrenadantes das amostras foram filtrados por filtros PP
estéreis de seringa (Polipropileno, 0,45 um, Merck). Desse modo, 2 mL do material filtrado
foi colocado em um frasco de vidro borosilicato de cor ambar, também chamados de vials. As
amostras foram preservadas a -20 °C até a analise por HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) ou também conhecida como CLAE (UUW).

As amostras foram analisadas por HPLC com deteccdo por fluorescéncia. Utilizou-se
um cromatografo (HPLC) constituido por uma bomba Varian ProStar 210, um auto injetor
Varian Prostar 410 e um detector de fluorescéncia Jasco FP-920. O instrumento e os dados
cromatograficos foram geridos por uma interface de sistema de dados Varian 850-MIB e um
sistema de dados de cromatografia Galaxie, respectivamente. A separacdo cromatografica foi
realizada a 35 °C em uma coluna analitica C,g de fase reversa YMC-Pack ODS-AQ (250 x 4,6
mm 1.D., 5 pum) protegida por uma pré-coluna com o mesmo enchimento e mesma fase
estacionéria, mantida a 35 °C.

Para analisar as aflatoxinas, foi preparada uma fase movel constituida por
H,O/acetonitrila/metanol (3:1:1, v/v/v), em seguida essa mistura foi homogeneizada e filtrada
sob vécuo utilizando um filtro de membrana de polipropileno hidrofilico com porosidade de
0,2 um (GHP, Gelman), para reter pequenas particulas presentes na solucéo e desgaseifica-la.
O fluxo da fase mével foi de 1,0 mL min™, durante 30 minutos e foi selecionado o modo de
eluicdo isocratico (SOARES et al., 2010). O volume de injecéo foi de 50 pL. As aflatoxinas

foram derivatizadas utilizando um reator fotoquimico de derivatizacdo pés-coluna (unidade
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PHRED - Aura Industries, EUA) e detectadas utilizando um comprimento de onda de
excitacdo e emissdo de 365 e 435 nm, respectivamente (Ae= 365 nm € Aem= 435 nm).

Para analisar OTA, foi preparada uma fase mdvel constituida por
acetonitrila/H,O/4cido acético (99:99:2, v/v/v), essa mistura foi homogeneizada e filtrada sob
vacuo utilizando um filtro de membrana de polipropileno hidrofilico com porosidade de 0,2
um (GHP, Gelman), para reter pequenas particulas presentes na solucéo e desgaseifica-la. O
fluxo da fase mével utilizada foi de 0,8 mL min™, durante 20 minutos e foi selecionado o
modo de eluicdo isocratico. O volume de injecdo foi de 50 pL. A excitacdo e emissdo dos
comprimentos de onda foram ajustadas para 333 e 460 nm, respectivamente (Aex= 333 nm e
Aem= 460 nm) (ABRUNHOSA et al., 2007).

Para analisar FB2, as amostras foram quimicamente derivatizadas com o-ftaldialdeido
(OPA). Como as FB2s ndo absorvem a luz ultravioleta ou luz visivel, e ndo sdo substancias
fluorescentes, elas requerem a sua derivacdo, através da adicdo de o-ftaldeido (OPA)
(NDUBE et al., 2009). Resumidamente, 200 puL da amostra foram misturados com 200 uL de
reagente OPA (Sigma-Aldrich) e apds 2 minutos, 50 mL foram injetadas no sistema de
HPLC. O fluxo da fase movel utilizada foi de 1,0 mL min™*, durante 20 minutos com modo de
eluicdo isocratico. A fase movel utilizada foi constituida por metanol/dihidrogenofosfato de
sodio 0,1 M (77:23, viv) e o pH ajustado para 3,35 com acido fosférico. Os comprimentos de
onda de excitacdo e de emissdo foram fixados a 335 e 440 nm, respectivamente, (Aex= 335 nm
e Aem= 440 nm).

As micotoxinas foram identificadas por comparacéo do tempo de retengdo dos picos
das amostras com padrdes (Sigma-Aldrich). Esses padrdes foram utilizados para elaboragéo
das curvas de calibracdo, que foram verificados regularmente. A quantificacdo foi realizada
por medicdo da area dos picos e comparando-as com a respectiva curva de calibracdo. Os
calculos da area dos picos foram realizados no software Galaxie (Galaxie Chromatography
Data System) de aquisicéo de dados do HPLC.



44

Figura 3.2 - Cortes no agar da placa contendo material fingico para posterior extracdo das
micotoxinas produzidas pelas estirpes do género Aspergillus.

3.3.4 Preparacéo da curva de calibragdo

O procedimento utilizado para preparar a curvas de calibracdo envolveu, em primeiro
lugar, preparar solugées com 20 pg mL™ (stock-1) a partir dos diferentes padrdes comerciais
de ocratoxina A (OTA, 01877, Sigma), aflatoxinas (AFB1l, AFB2, AFGl e AFG2,
respectivamente, A6636, A9887, A0138 e A0263, Sigma) e fumonisina B2 (FB2, F3771,
Sigma) em 50 mL metanol. A partir deste stock e por diluicdo elaboraram-se solucGes com 2
ng mL™ em metanol (stock-2) . A partir destas prepararam-se, por diluicdes sucessivas,
solugdes padrdao com 15, 10, 7,5, 5, 2,5, 1 e 0,05 ng OTA/mL; com 200, 100, 50, 10 e 1 ng
AFLs/mL para a sensibilidade 10; com 10, 8, 4, 2 e 1 pg AFLs/mL para a sensibilidade 1 (a
partir do stock-1); e com 4, 2, 1 e 0,5 pg FB2/mL (a partir do stock-1). Estas foram analisadas
por HPLC em simultdneo com as amostras. Regularmente, novos padrdes foram preparados e
injectados de forma a verificar o seu ajuste a curva de calibragdo. O stock-1 foi guardado
a -20 °C e o stock-2 a 4 °C, tendo a sua concentracdo regularmente verificada. Para calcular a
regressdo linear dos pontos e a concentracdo das micotoxinas a partir da area dos picos nos
cromatogramas sera usada a Equacéo 1:

y=bx+a 1)
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Onde y representa a area do pico em pVolts min™, x representa a concentracdo da
micotoxina expressa em ng mL™ ou ug mL™ , b é o declive da reta e 0 a é a ordenada na
origem. A curva foi associada ao software Galaxie (Galaxie Chromatography Data System) de
aquisicdo de dados do HPLC, o que permitiu calcular de forma automatica a concentracao de

micotoxina presente nas amostras analisadas.

3.3.5 Determinagdo da concentragdo inibitdria minima (CIM) de nanoparticulas de
prata em Aspergillus spp. em microplaca

A concentracdo inibitéria minima (CIM) de nanoparticulas de prata em fungos
micotoxigénicos foi determinado através da adaptacdo do método de microdiluicdo em caldo
descrito por Monteiro et al. (2012b). Resumidamente, uma solugdo stock estéril de resazurina
sodica (R7017, Sigma-Aldrich) foi preparada por adicdo de 0,02 g de 100 ml de agua
destilada e por filtracdo utilizando um filtro de seringa estéril de 0,2 pum. A resazurina sédica
possui coloracdo azul que é oxidada na presenga de micro-organismos, ocorrendo mudanca
para a coloracdo rosa, facilitando assim a verificagdo da presenca do crescimento fungico
(PALOMINO et al., 2002). Desta forma, foi possivel determinar a CIM de nanoparticulas de
prata capaz de inibir o crescimento das estirpes de Aspergillus avaliadas. Uma solucéo
estoque com a suspensdo de esporos também foi preparada como descrito anteriormente.
MEA meio liquido (2% de extracto de malte, 2% de glucose e 0,1% de peptona) foi preparada
em Tris 0,1 M-HCI (pH 7) e o seu pH ajustado para 7, antes de ser autoclavada a 121 ° C
durante 15 min. O ensaio foi realizado pelo preenchimento (por cavidade) da placa de 96
pocos: 10 uL de diferentes concentracfes de nanoparticulas de prata ou respectivos controles;
150 pL de MEA adicionado a suspensdo de esporos (2,5%10° esporos mL™) e resazurina (para
atingir 0,002%, w/v). Na microplaca cada poco da coluna foi preenchido da esquerda para
direita com os seguintes compostos (Figura 3.3): (1) meio de cultura sem indculo, (2) meio de
cultura + resazurina sem indculo, (3) controle H,O, (4) controle negativo (NazCgHs0O7 0,3 mol
L™ + NHs3 1,4 mol L™), (5) controle positivo (fungicida anfotericina B 1 pg mL™, A-4888,
Sigma-Aldrich), (6) AgNO3 (5,0x10° mol L™), (7) AgNPs 1 pg mL™, (8) AgNPs 3 ug mL™,
(9) AgNPs 6,25 pg mL™, (10) AgNPs 12,5 pg mL™, (11) AgNPs 25 ug mL™ e (12) AgNPs 50
ng mL™. Foram confeccionadas placas individuais com cada estirpe do fungo para avaliar a

CIM das nanoparticulas de prata (Aspergillus parasiticus MUM 92.02, Aspergillus flavus
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08MAsp567, Aspergillus flavus 08MAsp201, Aspergillus carbonarius 01UAs293 e
Aspergillus niger 01UAs248). Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Todas
as placas foram incubadas a 30 °C, e os resultados foram lidos espectrofotometricamente (620
nm), apos 24, 48 e 72 horas de incubacgéo. Para determinar o crescimento fungico, a densidade
Optica (OD) foi medida utilizando um leitor de microplacas ELISA (Synergy HT, Biotech,
EUA) no comprimento de onda de 600 nm e os dados foram analisados no

software Gens5™

2.01. Também foi calculada a concentracdo de nanoparticulas de prata
capaz de inibir 50% (ICs) do crescimento fungico na microplaca de 96 pogos. O ICsq foi
determinado por ajuste dos dados experimentais a equacdo de Hill (funcdo sigmoidal)
utilizando o programa informético Prism 6, GraphPad Software, Inc, San Diego, CA, USA

(MOTULSKY e CHRISTOPOULOS, 2003).
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Figura 3.3 - Microplaca usada para a determinacdo da concentracéo inibitéria minima (CIM)
de nanoparticulas de prata. (1) meio de cultura sem indculo, (2) meio de cultura + resazurina
sem indculo, (3) controle H,O, (4) controle negativo (NazCsHsO7 0,3 mol L™ + NH; 1,4 mol
L), (5) controle positivo (fungicida anfotericina B 1 ug mL™), (6) AgNO3 (5,010 mol LY,
(7) AgNPs 1 pg mL™, (8) AgNPs 3 ug mL™, (9) AgNPs 6,25 ug mL™?, (10) AgNPs 12,5 pg
mL™, (11) AgNPs 25 pg mL™ e (12) AgNPs 50 pg mL™.
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3.3.6 Procedimentos de seguranca

As micotoxinas, fumonisina (IARC, 2002), ocratoxina (FREIRE et al., 2007) e
aflatoxinas (LIN et al., 2006; TONG et al., 2006) séo agentes cancerigenos, podendo também
causar doencgas que afetam 6rgdos e tecidos, induzindo vérias patologias, tais como Sindrome
de Reye, hepatocarcinoma, necrose aguda, cirrose e encefalopatia (HOCKING, 2006;
SCHMIDT; RODRICK, 2003). Portanto, devem ser tomadas as devidas precau¢fes com o
manuseio e descarte de material contendo micotoxinas. Neste trabalho os descartes
laboratoriais dos materiais contaminados com as micotoxinas (fumonisina, ocratoxina e
aflatoxinas) foram submetidos a um processo de descontaminagcdo por desativacdo das
micotoxinas com solucdo de hipoclorito de sodio. Para tal procedeu-se a oxidacdo das
micotoxinas com solucdo hipoclorito de sédio com pelo menos 5% de cloro, durante 24 h
(CASTEGNARO et al., 1991; SERRA, 2005).

Os fungos utilizados neste trabalho ndo apresentam grande patogenicidade em
humanos. No entanto, devido a formacdo de esporos foi necessaria atencdo redobrada para
gue ndo houvesse contaminagdes cruzadas nem contaminacdo dos materiais do laboratério
(RODRIGUES et al., 2003a).

Os solventes organicos foram manipulados na capela de modo a evitar a exposi¢do aos
seus vapores (RODRIGUES et al., 2003b).

Os residuos de produtos quimicos foram seletivamente acondicionados em recipientes
devidamente rotulados com o tipo de residuo e cddigo LER correspondente, sendo
posteriormente encaminhados para processamento por empresas credenciadas.

Os residuos bioldgicos foram devidamente autoclavados antes de serem encaminhados
para o descarte de residuos (MATOS et al., 2006).

3.3.7 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA)
e as médias comparadas, a posteriori, pelo teste de Ducan utilizando o programa informatico
SPSS (Statistic Package for Social Sciences versédo 19.0 para Windows), com um nivel de
significancia de 5% (para P<0,05).
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4. RESULTADOS

4.1 Sintese, caracterizacdo e estabilizacdo das nanoparticulas de prata

O meétodo de sintese de nanoparticulas de prata utilizado nesse trabalho foi o0 Método
de Turkevich, também conhecido como Método Citrato, proposto originalmente por
Turkevich; Stevenson; Hillier (1951). Esse método, j& foi bem estabelecido e nele os ions de
prata sdo reduzidos pelo citrato, em meio aquoso, que também atua como agente estabilizante
da reacdo (GORUP, 2010).

Um indicio da formacdo de nanoparticulas de prata foi a alteracdo da coloracdo do
coloide para amarelo ambar e que foi utilizada como parametro de referéncia da ocorréncia da
reacdo. Essa coloracdo amarela foi observada apds 4 minutos da adicdo do agente redutor,

indicando a formacéo de nanoparticulas de prata (Figura 4.1).

Figura 4.1 - Solucdo coloidal de nanoparticulas de prata com tonalidade amarela ambar, que
é um dos indicativos da formac&o destas nanoparticulas.
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Essa mudanga para a coloragdo amarela é o resultado da absor¢do do comprimento de
onda em torno de 430 nm (Figura 4.2), caracteristico de nanoparticulas de prata coloidal,
chamada de banda plasmon de absorcdo (GORUP et al.,, 2011). A utilizacdo do UV-vis
confirmou a formacdo das nanoparticulas de prata e atraves dessa metodologia foi possivel
avaliar qualitativamente o rendimento da reagdo por meio da intensidade de absorcéo. Desse
modo, o espectro de absorcao Optico das nanoparticulas prata dominados por ressonéncia de
superficie de plasmon, decorrentes de seus tamanhos, move-se para comprimentos de onda
mais longos com o aumento do tamanho das particulas. A posicdo e a forma do plasmon
ressonante sdo fortemente dependentes do meio dielétrico das nanoparticulas e das espécies
adsorvidas na superficie. Segundo a teoria de Mie (1908) apenas uma Unica banda de plasmon
¢ esperada no espectro de absorcdo de nanoparticulas esféricas enquanto particulas
anisotrépicas podem dar origem a duas ou mais faixas de plasmon dependendo das formas
diferentes das nanoparticulas (KLABUNDE, 2001). Desse modo, de acordo com essa teoria
as particulas de prata com tamanho menor que 40 nm de didmetro, mostrardo um pico
acentuado localizado na faixa entre 380 a 420 nm. Este pico é o resultado de uma combinacao
de absorcéo e espalhamento de luz devido as interagdes com o campo de plasmon (BREGGIN
et al, 2009).
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Figura 4.2 - Grafico de absorbancia versus comprimento de onda do coloide obtido a partir
da reacdo de reducdo da prata pelo citrato de sodio na temperatura de 90°C. O grafico mostra
a banda plasmon de absorcéo (430 nm) caracteristica de nanoparticulas de prata.
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Além disso, a reacdo de formagdo dos coloides foi interrompida ap6s o aparecimento
da cor amarela &mbar e a estabilizacdo das nanoparticulas em meio aquoso ocorreu por meio
da adicdo de solucdo amoniacal, a fim de evitar a agregacdo. Para a compreensdo mais
detalhada dos processos que envolvem o efeito moderador da aménia na cinética de reacao
das nanoparticulas de prata, foi utilizado um modelo descrito por Gorup (2010) que se
assemelha ao modelo proposto por LaMer e Dinegar. A vantagem do modelo utilizado neste
trabalho foi a de proporcionar um melhor entendimento do efeito da aménia sobre a extingéo
da supersaturacdo, que representa a etapa inicial do processo de formacéo e crescimento das
particulas (GORUP, 2010). Na Figura 4.3 esté ilustrado a primeira fase da transformacéo de
fase, que ¢ idéntica ao modelo LaMer e Dinegar (LAMER; DINEGAR, 1950). Para 0 modelo
de LaMer e Dinegar os nucleos crescem de modo uniforme através da difusdo de solutos da
solucdo para a sua superficie, até que as condi¢bes de equilibrio sejam atingida. No modelo
proposto por Gorup, construido com base nos resultados da sintese de nanoparticulas de prata
e estabilizacdo com amonia, observa-se que a condicdo de equilibrio € atingida abruptamente.
Isso ocorre devido a adicdo de amonia no coloide, essa aménia coordena com 0s ions em
solucdo impedindo que eles sejam reduzidos e assim impedindo a formacdo da saturacao. 1sso
impede os processos de nucleacdo e crescimento, permitindo que o coloide seja armazenado

sem que haja alteracdo no numero de particulas ou tamanho de particula (GORUP et al.,
2011).
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Figura 4.3 - Modelo de estabilizacdo por aménia utilizado no trabalho. O modelo €

semelhante ao proposto por LaMer e Dinegar para crescimento de particulas monodispersas.
Adaptada de Gorup et al., (2011).
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Atraveés da analise de dados do espalhamento de luz dindmico (DLS) foi confirmado o
tamanho médio de aproximadamente 52 nm das nanoparticulas sintetizadas e um indice de
polidispersividade (PDI) de 0,093, esse valor obtido indicou uma Otima qualidade das
nanoparticulas de prata, mostrando que o material analisado possui boa homogeneidade e
baixa dispersividade no tamanho (Figura 4.4). Segundo Nidhin et al. (2008) um valor de PDI
de 0,01 indica a formacéo de particulas monodispersas, ou seja, que as particulas do coloide
sdo aproximadamente do mesmo tamanho. Valores de até 0,5-0,7 sdo aceitaveis para
particulas monodispersas, amostras com distribuicdo muito ampla de tamanho tém valores de

PDI > 0,7, indicando a formacao de particulas com tamanhos diferentes (polidispersas).
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Figura 4.4 - Gréafico obtido pela técnica DLS para distribuicdo de tamanho de particulas,
através da intensidade de espalhamento em funcéo do didametro.
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As imagens de MEV-FEG confirmaram a forma esférica, regular e homogénea das
particulas (Figura 4.5). As nanoparticulas de prata sdo evidenciadas por pontos ou areas mais
claras e brilhantes nas imagens de MEV-FEG. Atraves das respectivas imagens, é possivel
verificar a distribuicdo e o formato dessas nanoparticulas. Estudos realizados por Monteiro et
al. (2012a) evidenciaram que a banda plasmon de absor¢do em torno 430 nm geralmente

atribui-se as nanoparticulas que tém um formato esférico ou esferoidal.

Figura 4.5 - Imagens de MEV-FEG sintetizadas via reducdo dos ions prata do nitrato de prata
pelo citrato. As nanoparticulas de prata foram depositadas sobre o substrato de silicio e apés a
secagem foram obtidas as imagens.
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4.2  Atividade bioldgica de nanoparticulas de prata com potencial

antifingico

4.2.1 Inibicdo do crescimento radial de Aspergillus parasiticus MUM 92.02 em placa
de Petri

Os resultados das taxas de crescimento radial das colénias de Aspergillus parasiticus
MUM 92.02 testadas com diferentes concentragdes de nanoparticulas de prata e crescidas em
meio PDA estdo apresentadas na Tabela 4.1. Essas taxas foram comparadas com 0s
respectivos controles utilizando o teste de Duncan (P<0,05) de forma a determinar reducdes

significativas do crescimento.

Tabela 4.1 - Taxa de crescimento radial de Aspergillus parasiticus MUM 92.02 crescido em meio PDA
suplementado com 5, 50, 180, 270 e 540 pg mL™ de nanoparticulas de prata

Compostos Taxa de crescimento radial
(cm/dia)
Controle H,O 1,24+0,007°
a
Controle negativo 1,23+0,006
b
Controle positivo 1,03+0,012
AgNO; 0,00+0,000¢
AgNPs 5 pug mL™ 1,1040,008°
d
AgNPs 50 pug mL™ 0,00+0,000
d
AgNPs 180 pg mL™ 0,00+0,000
d
AgNPs 270 pg mL™ 0,00+0,000
0,000,000°

AgNPs 540 pg mL™

Os valores apresentados sdo a média de nove réplicas + desvio padrdo. Na coluna, letras diferentes
correspondem a valores significativamente diferentes entre si para P<0,05 segundo o teste de Duncan.

Os resultados apresentados neste estudo confirmaram que as nanoparticulas de prata
tém efeitos inibitorios significativos, atividade antifungica e fungicida na formacdo de

colonias de Aspergillus parasiticus MUM 92.02. Verificou-se que a concentracéo 5 ug mL™
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de nanoparticulas de prata inibiu significativamente a taxa de crescimento radial do fungo
testado. O Aspergillus parasiticus MUM 92.02 é sensivel a concentracdo 5 pg mL™ e teve o
seu diametro de colénia reduzido de 8,57 cm para 7,45 cm, quando comparado ao controle
H,0.

No tratamento controle positivo, com o fungicida anfotericina B, também foi
observado uma inibicdo significativa do crescimento da col6nia do fungo micotoxigénico
avaliado. O crescimento do Aspergillus parasiticus MUM 92.02 ndo foi significativamente
afetado nos tratamentos controle H,O e controle negativo (NasCgHsO7 0,3 mol L™ e NH3 1,4
mol L™), ndo sendo observada inibicdo da taxa de crescimento radial. Além disso, os
resultados mostraram que ndo houve diferenca estatisticamente significativa do crescimento
entre as médias do controle H,O e controle negativo, obtidas ap6s 7 dias de incubacao.

O fungo Aspergillus parasiticus MUM 92.02 é sensivel as nanoparticulas de prata e
verificou-se com os resultados que ocorreu inibicdo total do crescimento flngico nas
concentracdes 50, 180, 270 e 540 pg mL™.

Em termos percentuais, a concentracdo 5 pug mL™ reduziu a taxa de crescimento radial
do Aspergillus parasiticus MUM 92.02 em 17%, comparada relativamente ao controle H,O.
As nanoparticulas de prata nas concentracdes 50, 180, 270 e 540 ug mL™ inibiram em 100% a
taxa de crescimento radial do fungo micotoxicogénico Aspergillus parasiticus MUM 92.02.
Quanto ao controle positivo, foi observada uma inibicdo do crescimento desta estirpe em
24%.

Os percentuais de inibicdo da taxa de crescimento de todos os tratamentos avaliados

neste trabalho estdo apresentados na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2- Inibicdo da taxa de crescimento radial de Aspergillus parasiticus MUM 92.02 relativamente ao

controle H,O

Compostos Inibicéo da taxa de crescimento radial

(%)

Controle negativo -
Controle positivo 24
AgNO3 100
AgNPs 5 ug mL™ 17
AgNPs 50 ug mL™* 100
AgNPs 180 pg mL™ 100
AgNPs 270 pg mL™ 100
AgNPs 540 pg mL™ 100

- sem inibig&o significativa do crescimento

As medicbes diarias dos diametros das coldnias do Aspergillus parasiticus MUM

92.02 referentes a estes ensaios podem ser consultadas na Tabela 4.3 e na Figura 4.6. Neste

estudo, utilizou-se o teste de Ducan (P<0,05) para verificar as diferengas significativas entre

os dados obtidos. Este teste permitiu comparar as diferentes taxas de crescimento ndo apenas

com os respectivos controles, mas também entre si, possibilitando assim, verificar se existiam

diferencas significativas entre as 5 concentracfes de nanoparticulas utilizadas.
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Tabela 4.3 - Didmetro (cm) das col6nias de Aspergillus parasiticus MUM 92.02 medido durante 7 dias
inoculado em diferentes concentrages de nanoparticulas de prata a 25 °C no escuro e, respectivas taxas de

crescimento radial (TCR)

Composto i TR e
1 2 3 4 5 6 7

Controle H,0 Médiax 028 2,13 3,27 567 652 7,39 857%° 124 9922
sp*+ 0,041 0,082 0,052 0,151 0,172 0,065 0,052

Controle negativo  pedia 0,23 2,08 320 565 645 7,32 855" 123 00,9910
) 0,052 0,075 0,063 0,187 0,055 0,050 0,084

Controle positivo Média 000 143 298 4,03 533 642 7,32° 1,03 0,9939
sSD 0,000 0,103 0,041 0,103 0,052 0,223 0,050

AgNO; Média 0,00 0,00 000 0,00 0,00 000 000 000 0,0000
SD 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

AgNPs5pgmL™*  pedia 0,00 2,08 312 4,00 535 647 745 110 00,9843
) 0,000 0,075 0,098 0,000 0,084 0,175 0,187

AgNPs50 ugmL™  pgdia 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000  0,0000
SD 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

AgNPs 180 ugmL™ pgdia 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000  0,0000
SD 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

AgNPs 270 ugmL™ pgdia 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 0,00° 000 00000
SD 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

AgNPs540 ugmL™ pgdia 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000  0,0000
SD 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Na coluna, letras diferentes correspondem a valores significativamente diferentes entre si para P<0,05 segundo o

teste de Duncan.

* Os valores apresentados sdo as médias dos diametros de nove réplicas.
** Qs valores apresentados sdo os desvios padrbes das médias dos diametros de nove réplicas.
***Qs valores apresentados sdo os coeficientes de determinagéo.
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Figura 4.6 - Crescimento das colbnias de Aspergillus parasiticus MUM 92.02 medido ao
longo de 7 dias inoculado em diferentes concentragdes de nanoparticulas de prata a 25 °C no
escuro.

O resultado apresentado na Figura 4.7 mostra a inibigéo do crescimento do Aspergillus
parasiticus MUM 92.02 na presenca de AgNOg3, porém este tratamento ocasionou oxidagéo

do meio de cultura, impedindo assim o desenvolvimento da colénia do fungo.

Figura 4.7 - Inibicdo do crescimento de Aspergillus parasiticus MUM 92.02 na presenga de
AgNO3
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Os resultados apresentados na Figura 4.8 e Figura 4.9 mostram a inibicdo do
crescimento do Aspergillus parasiticus MUM 92.02 na presenca de nanoparticulas de prata e

dos controles, confirmando a atividade antifingica de nanoparticulas de prata.

Figura 4.8 - Efeito das nanoparticulas de prata e respectivos controles no crescimento do
Aspergillus parasiticus MUM 92.02 testados ap6s 7 dias a 25 °C no escuro. (A) Controle
H,0, (B) Controle negativo (NazCsHs070,3 mol L™ e NH3 1,4 mol L), (C) Controle positivo
(fungicida anfotericina B) e (D) Concentracdo 5 ug mL™ de nanoparticulas de prata.
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Figura 4.9 - Efeito das nanoparticulas de prata no crescimento do Aspergillus parasiticus
MUM 92.02 testado ap6és 7 dias a 25 °C no escuro. (E) Concentragdo 50 pg mL™, (F)
Concentragdo 180 ug mL™, (G) Concentragdo 270 pg mL™ e (H) Concentracdo 540 pg mL™.

4.2.2 Inibicdo do crescimento radial de Aspergillus flavus 08MAsp567 em placa de
Petri

Os resultados do efeito das concentragdes de nanoparticulas de prata sobre o
crescimento radial das colonias de Aspergillus flavus 08MAsp567 crescidas em meio PDA

estdo apresentados na Tabela 4.4. As taxas de crescimento radial das colénias foram
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comparadas com o0s respectivos controles utilizando o teste de Duncan (P<0,05) de forma a

determinar redugdes ou inibigdes significativas do crescimento.

Tabela 4.4 - Taxa de crescimento radial de Aspergillus flavus 08MAsp567 crescido em meio PDA suplementado
com 5, 50, 180, 270 e 540 pug mL™ de nanoparticulas de prata

Compostos Taxa de crescimento radial
(cm/dia)

Controle H,O 1,04+0,012%

a

Controle negativo 1,05+0,011
a

Controle positivo 1,040,015
AgNO; 0,00+0,000°
AgNPs 5 pug mL™ 1,01+0,008%
b

AgNPs 50 pug mL™* 0,00+0,000
b

AgNPs 180 pg mL™ 0,00+0,000
b

AgNPs 270 pg mL™ 0,00+0,000
0,000,000

AgNPs 540 ug mL™

Os valores apresentados sdo a média de nove réplicas + desvio padrdo. Na coluna, letras diferentes
correspondem a valores significativamente diferentes entre si para P<0,05 segundo o teste de Duncan.

A andlise da evolucdo do crescimento micelial de Aspergillus flavus 08MAsp567 em
contato com as diferentes concentracGes de nanoparticulas de prata demonstra que, apds o
sétimo dia de avaliacdo, houve o efeito direto das concentracdes de nanoparticulas de prata na
evolugdo do crescimento micelial das col6nias. Estes dados sugerem que, quanto maior a
concentracdo de nanoparticulas de prata, maior serd a inibicdo do crescimento micelial,
ocorrendo inibicdo total do crescimento e desenvolvimento fangico. Desse modo, 0s
resultados apresentados neste estudo confirmaram que as nanoparticulas de prata tém efeitos
inibitérios significativos e atividade antifingica no crescimento de colbnias de Aspergillus
flavus 08MAsp567, com concentragdo maiores que 5 pg mL™.  Observou-se que a
concentracdo 5 ug mL™ de nanoparticulas de prata ndo inibiu significativamente a taxa de
crescimento radial do fungo testado. O Aspergillus flavus 08BMAsp567 demonstrou resisténcia
e ndo foi sensivel a concentracdo 5 pg mL™. O crescimento do Aspergillus flavus 08MAsp567

também néo foi significativamente afetado nos tratamentos controle H,O e controle negativo
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(NazCgHsO7 0,3 mol L™ e NH; 1,4 mol L™), ndo sendo observada inibicdo da taxa de
crescimento radial. Além disso, o0s resultados mostraram que ndo houve diferenga
estatisticamente significativa do crescimento entre as médias do controle H,O, controle
negativo quando comparados com a concentracdo 5 pug mL™* de nanoparticulas de prata,
obtidas apds 7 dias de incubacao.

Contudo, no tratamento controle positivo, com o fungicida anfotericina B, também n&o
foi observado uma inibicdo significativa do crescimento da coldnia do fungo micotoxigénico
avaliado.

As concentracdes 50, 180, 270 e 540 pg mL™ de nanoparticulas de prata apresentaram
atividade fungicida contra o fungo Aspergillus flavus 08MAsp567 e verificou-se com 0s
resultados que ocorreu inibicdo total do crescimento flngico.

Em termos percentuais, as nanoparticulas de prata nas concentracfes 50, 180, 270 e
540 ug mL™ inibiram em 100% a taxa de crescimento radial do fungo Aspergillus flavus
08MAsp567. Os percentuais de inibicdo da taxa de crescimento de todos os tratamentos

avaliados neste trabalho estdo apresentados na Tabela 4.5.

Tabela 4.5 - Inibicdo da taxa de crescimento radial de Aspergillus flavus 08MAsp567 relativamente ao controle
H,O

Compostos Inibicdo da taxa de crescimento radial
(%)

Controle negativo -
Controle positivo -

AgNPs 5 pg mL™ -

AgNPs 50 pg mL™? 100
AgNPs 180 pg mL™ 100
AgNPs 270 ug mL™ 100
AgNPs 540 pg mL™ 100

- sem inibic&o significativa do crescimento

As medicOes diarias dos didametros das colonias do Aspergillus flavus 08MAsp567
referentes aos ensaios antifungicos de nanoparticulas de prata podem ser consultadas na

Tabela 4.6 e na Figura 4.10. Neste estudo, utilizou-se o teste de Ducan (P<0,05) para verificar
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as diferencgas significativas entre os dados obtidos. Este teste permitiu comparar as diferentes
taxas de crescimento ndo apenas com 0s respectivos controles, mas também entre si,
possibilitando assim, verificar se existiam diferencas significativas entre as 5 concentragdes

de nanoparticulas utilizadas.

Tabela 4.6 - Diametro (cm) das colbnias de Aspergillus flavus 08MAsp567 medido durante 7 dias inoculado em
diferentes concentracdes de nanoparticulas de prata a 25 °C no escuro e, respectivas taxas de crescimento radial
(TCR)

Dias
Composto TCR — poees
1 2 3 4 5 6 7 (cmidia)
Controle H,0 Médiax 0,31 2,12 3,16 4,06 541 6,32 7,30% 1,04 0,9897

spx+ 0,000 0,078 0,097 0,113 0,159 0,118 0,139

Controle negativo  padia 0,32 2,07 3,08 4,06 549 641 7,30* 1,05 09899

sSD 0,000 0,067 0,053 0,113 0,100 0,156 0,207

Controle positivo Média 032 2,16 3,14 407 542 636 7,22° 104 09917

sSD 0,000 0,067 0,071 0,083 0,159 0,163 0,154

AgNO; Média 0,00 0,00 0,00 000 000 000 0,00° 000 00000

so 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
AgNPs5pgmL"  psgia 000 193 294 397 506 620 7,30° 1,01 09860

sSD 0,000 0,000 0,100 0,088 0,100 0,073 0,071

AgNPs50 pg mL™  pgdia 0,00 0,00 0,00 000 0,00 000 000° 000 0,0000

SD 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

AgNPs 180 pg mL™  pggia 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000° 000 0,0000

SD 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

AgNPs 270 pg mL™  pggia 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000° 000 0,0000

SD 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

AgNPs540 pjg mL™  pegia 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000° 000 00000

SD 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Na coluna, letras diferentes correspondem a valores significativamente diferentes entre si para P<0,05 segundo o
teste de Duncan.

* Os valores apresentados sdo as médias dos diametros de nove réplicas.

** Qs valores apresentados sdo os desvios padroes das médias dos diametros de nove réplicas.

***Qs valores apresentados sdo os coeficientes de determinacéo.
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Aspergillus flavus 08MAsp567
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Figura 4.10 - Crescimento das colénias de Aspergillus flavus 08BMAsp567 medido ao longo
de 7 dias inoculado em diferentes concentracBes de nanoparticulas de prata a 25 °C no escuro.

O resultado apresentado na Figura 4.11 mostra a inibicdo do crescimento do
Aspergillus flavus 08BMAsp567 na presenca de AgNO3;, porém este tratamento ocasionou
oxidacdo do meio de cultura, impedindo assim o desenvolvimento da colénia do fungo. Desse
modo, é inviavel a utilizacdlo de AgNOs; como agente antifungico por inviabilizar o
experimento, ndo podendo avaliar a real potencialidade antifingica do composto.

Figura 4.11 - Inibicdo do crescimento de Aspergillus flavus 08BMAsp567 na presenca de
AgNO3.
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Os resultados apresentados na Figura 4.12 e Figura 4.13 mostram a inibicdo do
crescimento do Aspergillus flavus 08MAsp567 na presenca de nanoparticulas de prata e dos

controles, confirmando a atividade antifingica de nanoparticulas de prata.

Figura 4.12 - Efeito das nanoparticulas de prata e respectivos controles no crescimento do
Aspergillus flavus 08MAsp567 testados apds 7 dias a 25 °C no escuro. (A) Controle H,O, (B)
Controle negativo (NasCgHsO; 0,3 mol L™ e NH; 1,4 mol L™?), (C) Controle positivo
(fungicida anfotericina B) e (D) Concentracdo 5 ug mL™ de nanoparticulas de prata.
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Figura 4.13 - Efeito das nanoparticulas de prata no crescimento do Aspergillus flavus
08MASsp567 testado apds 7 dias a 25 °C no escuro. (E) Concentracdo 50 pug mL™, (F)
Concentragdo 180 pug mL™, (G) Concentracdo 270 pg mL™ e (H) Concentracdo 540 pg mL™.

4.2.3 Inibicdo do crescimento radial de Aspergillus flavus 08Masp201 em placa de
Petri

Na Tabela 4.7 podem-se encontrar as taxas de crescimento radial das colonias de
Aspergillus flavus 08Masp201 testado quando crescido em meio PDA suplementado com 5,

50, 180, 270 e 540 ug mL™ de nanoparticulas de prata. Essas taxas foram comparadas com os
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respectivos controles utilizando o teste de Duncan (P<0,05) de forma a determinar redugdes

significativas do crescimento.

Tabela 4.7 - Taxa de crescimento radial de Aspergillus flavus 08Masp201 crescido em meio PDA suplementado
com 5, 50, 180, 270 e 540 pug mL™ de nanoparticulas de prata

Compostos Taxa de crescimento radial
(cm/dia)

Controle H,O 1,22+0,004%

a

Controle negativo 1,20+0,009
a

Controle positivo 1,13+0,006
AgNO; 0,00:0,000"
AgNPs 5 pg mL™ 0,00+0,000°
b

AgNPs 50 pug mL™* 0,00+0,000
b

AgNPs 180 pug mL™ 0,00+0,000
b

AgNPs 270 pg mL™ 0,00+0,000
0,000,000

AgNPs 540 pg mL™

Os valores apresentados sdo a média de nove réplicas + desvio padrdo. Na coluna, letras diferentes
correspondem a valores significativamente diferentes entre si para P<0,05 segundo o teste de Duncan.

Os resultados apresentados neste estudo confirmaram que as nanoparticulas de prata
tém efeito fungicida contra o fungo Aspergillus flavus 08Masp201. Verificou-se que todas as
concentraces de nanoparticulas de prata (5, 50, 180, 270 e 540 pg mL™) inibiu o crescimento
micelial do fungo, ndo permitindo a formacdo e o desenvolvimento da colénia flngica.
Através dos resultados obtidos foi constatado que o fungo Aspergillus flavus 08Masp201 €
extremamente sensivel as nanoparticulas de prata mesmo em concentragdes muito baixas (5
g mL™).

No tratamento controle positivo, com o fungicida anfotericina B, ndo foi observado
uma inibicdo significativa do crescimento da col6nia do fungo micotoxigénico avaliado. O
crescimento do Aspergillus flavus 08Masp201 também ndo foi significativamente afetado nos
tratamentos controle H,O e controle negativo (NasCsHsO7 0,3 mol L™ e NH3 1,4 mol L), ndo

sendo observada inibigdo da taxa de crescimento radial. Além disso, os resultados mostraram
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que ndo houve diferenca estatisticamente significativa do crescimento entre as médias do
controle H,O, controle negativo e controle positivo, obtidas apds 7 dias de incubacao.

Em termos percentuais, as nanoparticulas de prata nas concentracdes 5, 50, 180, 270 e
540 pg mL™ inibiram a taxa de crescimento radial do fungo micotoxicogénico Aspergillus
flavus 08Masp201 em 100%, comparadas relativamente ao controle H,O. Os percentuais de
inibicdo da taxa de crescimento de todos os tratamentos avaliados neste trabalho estdo

apresentados na Tabela 4.8.

Tabela 4.8 - Inibicdo da taxa de crescimento radial de Aspergillus flavus 08Masp201 relativamente ao controle
H,0O

Compostos Inibicdo da taxa de crescimento radial
(%)

Controle negativo -

Controle positivo -

AgNO; 100
AgNPs 5 ug mL™ 100
AgNPs 50 pg mL™* 100

AgNPs 180 ug mL™ 100
AgNPs 270 pg mL™ 100
AgNPs 540 pg mL™ 100

- sem inibi¢&o significativa do crescimento

As medicgdes diarias dos didmetros das coldnias do Aspergillus flavus 08Masp201
referentes a estes ensaios podem ser consultadas na Tabela 4.9 e na Figura 4.14. Neste estudo,
utilizou-se o teste de Ducan (P<0,05) para verificar as diferencas significativas entre os dados
obtidos. Este teste permitiu comparar as diferentes taxas de crescimento ndo apenas com 0s
respectivos controles, mas também entre si, possibilitando assim, verificar se existiam

diferengas significativas entre as 5 concentracfes de nanoparticulas utilizadas.

Tabela 4.9 - Didmetro (cm) das coldnias de Aspergillus flavus 08Masp201 medido durante 7 dias inoculado em
diferentes concentragdes de nanoparticulas de prata a 25 °C no escuro e, respectivas taxas de crescimento radial
(TCR)
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Composto ot (c-rI;I(/: dRi)a) 2z
1 2 3 4 5 6 7

Controle H,0 Mediax 029 217 3,28 522 6,16 7,28 866 122 (9918
sp*~ 0,060 0,132 0,130 0,087 0,101 0,067 0,088

Controle negativo Média 031 218 3,19 502 6,04 724 8,56% 1,20 0,9924
sD 0,060 0,109 0,169 0,148 0,073 0,142 0,073

Controle positivo Média 024 133 264 4,02 591 7,08 8,51° 1,13 0,9982
sD 0,074 0,112 0,130 0,130 0,078 0,156 0,078

AgNO; Média 0,00 0,00 000 000 000 000 0,00° 000 0,0000
SD 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

AgNPs5ugmL™  \egia 0,00 0,00 000 000 0,00 000 000° 000 00000
SD 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

AgNPs50 ugmL™*  \edia 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,00° 000 0,0000
SD 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

AgNPs 180 ug mL™  nedia 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000° 000 00000
sD 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

AgNPs 270 ugmL™  nedia 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000° 000 0,0000
sD 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

AgNPs540 ugmL™*  pedia 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000° 000 00000
sD 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Na coluna, letras diferentes correspondem a valores significativamente diferentes entre si para P<0,05 segundo o

teste de Duncan.

* Os valores apresentados sdo as médias dos didmetros de nove réplicas.
** Qs valores apresentados sdo os desvios padrdes das médias dos didmetros de nove réplicas.
***Qs valores apresentados sdo os coeficientes de determinagéo.
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Aspergillus flavus 08MAsp201
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Figura 4.14 - Crescimento das col6nias de Aspergillus flavus 08Masp201 medido ao longo de
7 dias inoculado em diferentes concentra¢Bes de nanoparticulas de prata a 25 °C no escuro.

O resultado apresentado na Figura 4.15 mostra a inibicdo do crescimento do
Aspergillus flavus 08Masp201 na presenca de AgNOs, porém este tratamento ocasionou

oxidacdo do meio de cultura, impedindo assim o desenvolvimento da colénia do fungo.

Figura 4.15 - Inibicdo do crescimento de Aspergillus flavus 08Masp201 na presenga de
AgNO3
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Os resultados apresentados na Figura 4.16 e Figura 4.17 mostram a inibicdo do
crescimento do Aspergillus flavus 08Masp201 na presenca de nanoparticulas de prata e dos

controles, confirmando a atividade antifingica de nanoparticulas de prata.

Figura 4.16 - Efeito das nanoparticulas de prata e respectivos controles no crescimento do
Aspergillus flavus 08Masp201 testados apds 7 dias a 25 °C no escuro. (A) Controle H,0, (B)
Controle negativo (NasCeHsO; 0,3 mol L™ e NH; 1,4 mol L™?), (C) Controle positivo
(fungicida anfotericina B) e (D) Concentracio 5 ug mL™ de nanoparticulas de prata.
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Figura 4.17 - Efeito das nanoparticulas de prata no crescimento do Aspergillus flavus
08Masp201 testado ap6s 7 dias a 25 °C no escuro. (E) Concentracdo 50 pg mL™*, (F)
Concentragdo 180 ug mL™, (G) Concentracdo 270 pg mL™ e (H) Concentracdo 540 pg mL™.

4.2.4 Inibicéo do crescimento radial de Aspergillus carbonarius 01UAs293 em placa de
Petri

Os resultados do efeito das concentracGes avaliadas de nanoparticulas de prata sobre o
crescimento radial das colonias de Aspergillus carbonarius 01UAs293, crescidas em meio

MEA, podem ser consultados na Tabela 4.10. Essas taxas foram comparadas com o0s
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respectivos controles utilizando o teste de Duncan (P<0,05) de forma a determinar redugdes

significativas do crescimento.

Tabela 4.10 - Taxa de crescimento radial de Aspergillus carbonarius 01UAs293 crescido em meio MEA
suplementado com 5, 50, 180, 270 e 540 pug mL™* de nanoparticulas de prata

Compostos Taxa de crescimento radial
(cm/dia)

Controle H,O 0,990,023
a
Controle negativo 0,99+0,023
a
Controle positivo 1,00+0,009
AgNO; 0,00+0,000°
AgNPs 5 pg mL™ 0,00+0,000°
b
AgNPs 50 pg mL™* 0,00+0,000
b
AgNPs 180 ug mL™ 0,00+0,000
b
AgNPs 270 pg mL™ 0,00+0,000
0,00+0,000°

AgNPs 540 pg mL™

Os valores apresentados sdo a média de nove réplicas + desvio padrdo. Na coluna, letras diferentes
correspondem a valores significativamente diferentes entre si para P<0,05 segundo o teste de Duncan.

Os resultados apresentados neste estudo confirmaram que as nanoparticulas de prata
tém efeito fungicida e antifingico contra o fungo Aspergillus carbonarius 01UAs293.
Observou-se que todas as concentraces de nanoparticulas de prata (5, 50, 180, 270 e 540 ug
mL™) inibiu o crescimento micelial do fungo, ndo permitindo a formacdo e o
desenvolvimento da coldnia fangica. Além disso, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa na inibicdo do fungo nas diferentes concentracdes de nanoparticulas de prata, ou
seja, ndo diferiram, entre si, estatisticamente.

Através dos resultados obtidos foi constatado que o fungo Aspergillus carbonarius
01UAs293 ¢é extremamente sensivel as nanoparticulas de prata mesmo em concentragdes
muito baixas (5 pug mL™), este mesmo resultado também foi verificado no fungo Aspergillus
flavus 08Masp201, descrito anteriormente.

No tratamento controle positivo, com o fungicida anfotericina B, ndo foi observado

uma inibicdo significativa do crescimento da col6nia do fungo micotoxigénico avaliado. O



73

crescimento do Aspergillus carbonarius 01UAs293 também ndo foi significativamente
reduzido nos tratamentos controle H,O e controle negativo (NazsCsHsO7 0,3 mol L™ e NH3 1,4
mol L™), ndo sendo observada inibicdo da taxa de crescimento radial. Além disso, os
resultados mostraram que ndo houve diferenca estatisticamente significativa do crescimento
entre as médias do controle H,O, controle negativo e controle positivo, obtidas apds 7 dias de
incubacéo.

Em termos percentuais, as nanoparticulas de prata nas concentracdes 5, 50, 180, 270 e
540 pug mL™? inibiram a taxa de crescimento radial do fungo Aspergillus carbonarius
01UAs293 em 100%, comparadas relativamente ao controle H,O. Na Tabela 4.11 apresenta-
se, em porcentagem, a inibicdo da taxa de crescimento radial de forma a comparar e

compreender melhor o efeito antifingico de cada concentracdo de nanoparticulas de prata.

Tabela 4.11 - Inibicdo da taxa de crescimento radial de Aspergillus carbonarius 01UAs293 relativamente ao
controle H,O

Compostos Inibicdo da taxa de crescimento radial
(%)

Controle negativo -

Controle positivo -

AgNO; 100
AgNPs 5 pg mL™ 100
AgNPs 50 pg mL™? 100

AgNPs 180 pg mL™ 100
AgNPs 270 ug mL™ 100
AgNPs 540 pg mL™ 100

- sem inibic&o significativa do crescimento

As medicdes diarias dos diametros das colbnias do Aspergillus carbonarius 01UAs293
referentes a estes ensaios podem ser consultadas na Tabela 4.12 e na Figura 4.18. Neste
estudo, utilizou-se o teste de Ducan (P<0,05) para verificar as diferengas significativas entre
0s dados obtidos. Este teste permitiu comparar as diferentes taxas de crescimento ndo apenas
com os respectivos controles, mas também entre si, possibilitando assim, verificar se existiam

diferencas significativas entre as 5 concentragdes de nanoparticulas de prata testadas.
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Tabela 4.12 - Diametro (cm) das colbnias de Aspergillus carbonarius 01UAs293 medido durante 7 dias
inoculado em diferentes concentrages de nanoparticulas de prata a 25 °C no escuro e, respectivas taxas de
crescimento radial (TCR)

Composto otes (C'Ir;]C/J dF?a) 2
1 2 3 4 5 6 7

Controle H,O Médiax 0,00 1,24 211 311 503 6,08 7,02° 099 (9926
spx~ 0,000 0,133 0,093 0,093 0,071 0,120 0,319

Controle negativo  pegia 0,00 1,26 2,13 3,07 5,07 6,07 7,012 0,99 0,9918
SD 0,000 0,088 0,122 0,100 0,166 0,071 0,136

Controle positivo  \gdia 0,00 1,30 226 3,19 502 6,04 7,02 100 09913
sSD 0,000 0,194 0,113 0,169 0,148 0,073 0,139

AgNO; Média 0,00 0,00 000 0,00 000 000 0,00° 0,00 0,0000
SD 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

AgNPs 5 pg mL™ Média 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000° 000 0,0000
SD 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

AgNPs50 ugmL™  padia 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000° 000 0,0000
SD 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

AgNPs 180 ugmL™  padia 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000° 000 0,0000
SD 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

AgNPs 270 ugmL™  padia 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000° 000 0,0000
SD 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

AgNPs 540 ugmL™  \egia 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,00° 0,00 0,0000
SD 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Na coluna, letras diferentes correspondem a valores significativamente diferentes entre si para P<0,05 segundo o

teste de Duncan.

* Os valores apresentados sdo as médias dos didmetros de nove réplicas.
** Qs valores apresentados sdo os desvios padrdes das médias dos didmetros de nove réplicas.
***Qs valores apresentados sdo os coeficientes de determinagéo.
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Figura 4.18 - Crescimento das col6nias de Aspergillus carbonarius 01UAs293 medido ao
longo de 7 dias inoculado em diferentes concentragdes de nanoparticulas de prata a 25 °C no
escuro.

No tratamento AgNO;3; ndo houve crescimento e desenvolvimento da col6nia de
Aspergillus carbonarius 01UAs293. Além disso, também foi observada a oxida¢do do meio
de cultura (Figura 4.19).

Figura 4.19 - Inibicdo do crescimento de Aspergillus carbonarius 01UAs293 na presenca de
AgNO3.



76

Os resultados apresentados na Figura 4.20 e Figura 4.21 mostram a inibicdo do
crescimento do Aspergillus carbonarius 01UAs293 na presenca de nanoparticulas de prata e

dos controles, confirmando a atividade antifingica de nanoparticulas de prata.

Figura 4.20 - Efeito das nanoparticulas de prata e respectivos controles no crescimento do
Aspergillus carbonarius 01UAs293 testados ap06s 7 dias a 25 °C no escuro. (A) Controle H,0,
(B) Controle negativo (NasCgHsO; 0,3 mol L™ e NH3 1,4 mol L™), (C) Controle positivo
(fungicida anfotericina B) e (D) Concentracdo 5 ug mL™ de nanoparticulas de prata.
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Figura 4.21 - Efeito das nanoparticulas de prata no crescimento do Aspergillus carbonarius
01UAs293 testado ap6s 7 dias a 25 °C no escuro. (E) Concentracdo 50 ug mL™, (F)
Concentragdo 180 pug mL™, (G) Concentracdo 270 pg mL™ e (H) Concentracdo 540 pg mL™.

4.2.5 Inibic&o do crescimento radial de Aspergillus niger 01UAs248 em placa de Petri

Na Tabela 4.13 podem-se encontrar as taxas de crescimento radial das colénias de
Aspergillus niger 01UAs248 testado quando crescido em meio PDA suplementado com 5, 50,
180, 270 e 540 ug mL™ de nanoparticulas de prata. Essas taxas foram comparadas com os



78

respectivos controles utilizando o teste de Duncan (P<0,05) de forma a determinar reducdes

significativas do crescimento.

Tabela 4.13 - Taxa de crescimento radial de Aspergillus niger 01UAs248 crescido em meio PDA suplementado
com 5, 50, 180, 270 e 540 pug mL™ de nanoparticulas de prata

Compostos Taxa de crescimento radial

(cm/dia)
Controle H,O 1,19+0,006%
a

Controle negativo 1,19+0,009
b

Controle positivo 1,010,010
AgNO; 0,00+0,000¢
AgNPs 5 pg mL™ 0,83+0,008°
d

AgNPs 50 pug mL™* 0,00+0,000
d

AgNPs 180 pug mL™ 0,00+0,000
d

AgNPs 270 pg mL™ 0,00+0,000
0,00:£0,000°

AgNPs 540 pg mL™

Os valores apresentados sdo a média de nove réplicas + desvio padrdo. Na coluna, letras diferentes
correspondem a valores significativamente diferentes entre si para P<0,05 segundo o teste de Duncan.

Os resultados apresentados neste estudo confirmaram que as nanoparticulas de prata
tém efeitos inibitérios significativos, atividade antifungica e fungicida na formacdo de
colénias de Aspergillus niger 01UAs248. Verificou-se que a concentragdo 5 pg mL™ de
nanoparticulas de prata inibiu significativamente a taxa de crescimento radial do fungo
testado. O Aspergillus niger 01UAs248 é sensivel a concentracdo 5 pg mL™ e teve o seu
diametro de coldnia reduzido de 8,37 cm para 6,14 cm, quando comparado ao controle H,O.

No tratamento controle positivo, com o fungicida anfotericina B, também foi
observado uma inibicdo significativa do crescimento da col6nia do fungo micotoxigénico
avaliado, porém uma reducdo menor do que a concentracdo 5 pg mL™ de nanoparticulas de
prata. O diametro da colonia foi reduzido de 8,37 cm para 7,31 cm, quando também
comparado ao controle H,0.

O crescimento do Aspergillus niger 01UAs248 ndo foi significativamente afetado nos

tratamentos controle H,O e controle negativo (NazCgHs07 0,3 mol Lt e NH3 1,4 mol L'l), nédo
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sendo observada inibigcdo da taxa de crescimento radial. Além disso, os resultados mostraram
que ndo houve diferenca estatisticamente significativa do crescimento entre as médias do
controle H,O e controle negativo, obtidas apos 7 dias de incubacéo.

O fungo Aspergillus niger 01UAs248 ¢ sensivel as nanoparticulas de prata e verificou-
se com os resultados que ocorreu inibigdo total do crescimento flngico nas concentragdes 50,
180, 270 e 540 pg mL™.

Em termos percentuais, a concentracdo 5 pg mL™ reduziu a taxa de crescimento radial
do Aspergillus niger 01UAs248 em 21%, comparada relativamente ao controle H,O. As
nanoparticulas de prata nas concentragdes 50, 180, 270 e 540 pg mL™ inibiram em 100% a
taxa de crescimento radial do fungo micotoxicogénico Aspergillus niger 01UAs248. Quanto
ao controle positivo, foi observada uma baixa inibicdo do crescimento desta estirpe em apenas
7%.

Os percentuais de inibicdo da taxa de crescimento de Aspergillus niger 01UAs248 de
todos os tratamentos avaliados neste trabalho estdo apresentados na Tabela 4.14.

Tabela 4.14 - Inibicdo da taxa de crescimento radial de Aspergillus niger 01UAs248 relativamente ao controle
H,0

Compostos Inibicdo da taxa de crescimento radial
(%)

Controle negativo -

Controle positivo 7
AgNO; 100
AgNPs 5 pg mL™ 21
AgNPs 50 pg mL™* 100
AgNPs 180 pg mL™ 100
AgNPs 270 pg mL™ 100
AgNPs 540 pg mL™ 100

- sem inibic&o significativa do crescimento

As medicOes diarias dos diametros das col6nias do Aspergillus niger 01UAs248
referentes a estes ensaios podem ser consultadas na Tabela 4.15 e na Figura 4.22. Neste
estudo, utilizou-se o teste de Ducan (P<0,05) para verificar as diferengas significativas entre

os dados obtidos. Este teste permitiu comparar as diferentes taxas de crescimento ndo apenas
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com os respectivos controles, mas também entre si, possibilitando assim, verificar se existiam

diferengas significativas entre as 5 concentra¢6es de nanoparticulas utilizadas.

Tabela 4.15 - Diametro (cm) das coldnias de Aspergillus niger 01UAs248 medido durante 7 dias inoculado em
diferentes concentragdes de nanoparticulas de prata a 25 °C no escuro e, respectivas taxas de crescimento radial
(TCR)

Dias TCR -
Composto )
1 2 3 4 5 6 7 (cm/dia)

Controle H,0 Médiax 0,32 2,11 316 513 6,08 7,17 837 119 09933

sp*~ 0,044 0,033 0,053 0,109 0,083 0,158 0,050

Controle negativo  pedia 031 2,09 311 498 598 7,21 852° 1,19  0,9930

sSD 0,033 0,078 0,093 0,083 0,097 0,215 0,109

Controle positivo  pjggia 0,00 1,38 2,46 4,02 528 6,27 7,31° 1,01 0,9962

sSD 0,000 0,097 0,074 0,130 0,067 0,158 0,093

AgNO; Média 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000° 000 0,0000

SD 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

AgNPs5pgmL™*  pedia 000 0,67 216 322 414 519 6,14° 083 0,9943

sSD 0,000 0,050 0,073 0,044 0,073 0,105 0,101

AgNPs50 pg mL™  pgdia 0,00 0,00 000 0,00 0,00 0,00 0,00° 0,00 0,0000

SD 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

AgNPs 180 pg mL™ pgdia 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000° 0,00 0,0000

SD 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

AgNPs 270 pg mL™ pgdia 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00° 000 00000

SD 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

AgNPs540 ugmL™ pggia 0,00 0,00 000 0,00 000 000 000° 000 00000

SD 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Na coluna, letras diferentes correspondem a valores significativamente diferentes entre si para P<0,05 segundo o
teste de Duncan.

* Os valores apresentados sdo as médias dos diametros de nove réplicas.

** Os valores apresentados sdo os desvios padrdes das médias dos diametros de nove réplicas.

***Qs valores apresentados sdo os coeficientes de determinaco.
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Aspergillus niger 01UAs248
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Figura 4.22 - Crescimento das col6nias de Aspergillus niger 01UAs248 medido ao longo de
7 dias inoculado em diferentes concentra¢Bes de nanoparticulas de prata a 25 °C no escuro.

O resultado apresentado na Figura 4.23 mostra a inibicdo do crescimento do
Aspergillus niger 01UAs248 na presenca de AgNOs; porém este tratamento ocasionou
oxidacdo do meio de cultura, impedindo assim o desenvolvimento da colénia flngica. Neste

tratamento também ndo ocorreu crescimento da estirpe Aspergillus niger 01UAs248.

Figura 4.23 - Inibicdo do crescimento de Aspergillus niger 01UAs248 na presenca de
AgNO3
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Os resultados apresentados na Figura 4.24 e Figura 4.25 mostram a inibicdo do
crescimento do Aspergillus niger 01UAs248 na presenca de nanoparticulas de prata e dos

controles, confirmando a atividade antifingica de nanoparticulas de prata.

Figura 4.24 - Efeito das nanoparticulas de prata e respectivos controles no crescimento do
Aspergillus niger 01UAs248 testados apos 7 dias a 25 °C no escuro. (A) Controle H,0, (B)
Controle negativo (NasCeHsO; 0,3 mol L™ e NH; 1,4 mol L™?), (C) Controle positivo
(fungicida anfotericina B) e (D) Concentracdo 5 ug mL™ de nanoparticulas de prata.
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Figura 4.25 - Efeito das nanoparticulas de prata no crescimento do Aspergillus niger
01UAs248 testado ap6s 7 dias a 25 °C no escuro. (E) Concentracdo 50 pug mL™, (F)
Concentragdo 180 ug mL™, (G) Concentragdo 270 pg mL™ e (H) Concentragio 540 pg mL™.

4.2.6 Inibic&o do crescimento radial de Phomopsis sp. MES1154 em placa de Petri

Os resultados das taxas de crescimento radial das colonias de Phomopsis sp. MES1154
testadas com diferentes concentracGes de nanoparticulas de prata e crescidas em meio PDA
suplementado estdo apresentados na Tabela 4.16. Essas taxas foram comparadas com 0s
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respectivos controles utilizando o teste de Duncan (P<0,05) de forma a determinar redugdes

significativas do crescimento.

Tabela 4.16 - Taxa de crescimento radial de Phomopsis sp. MES1154 crescido em meio PDA suplementado
com 5, 50, 180, 270 e 540 pug mL™ de nanoparticulas de prata

Compostos Taxa de crescimento radial
(cm/dia)

Controle H,O 1,38+0,010°

a

Controle negativo 1,3740,020
a

Controle positivo 1,25+0,008
AgNO; 0,00+0,000°¢
AgNPs 5 pg mL™ 1,16+0,034°
b

AgNPs 50 pug mL™* 1,4340,040
c

AgNPs 180 pg mL™ 0,34+0,102
d

AgNPs 270 pg mL™ 0,00+0,000
0,00:£0,000°

AgNPs 540 pg mL™

Os valores apresentados sdo a média de nove réplicas + desvio padrdo. Na coluna, letras diferentes
correspondem a valores significativamente diferentes entre si para P<0,05 segundo o teste de Duncan.

Os resultados apresentados neste estudo confirmaram que as nanoparticulas de prata
também tém efeitos inibitdrios significativos, atividade antifungica e fungicida na formacéo
de colbnias de Phomopsis sp. MES1154. Contudo, este fungo apresentou uma maior
resisténcia a inibicdo quando crescido em baixas concentracdes de nanoparticulas de prata (5,
50, 180 pug mL™Y).

Verificou-se que a concentragdo 5 pg mL™ de nanoparticulas de prata ndo inibiu
significativamente a taxa de crescimento radial do fungo testado. O fungo Phomopsis sp.
MES1154 ndo teve o seu didmetro de coldnia reduzido quando testado nesta concentragéo,
porém ocorreu um retardamento no crescimento fangico, sendo observado apos 48 horas de
incubacéo.

Observou-se que a concentracdo 50 pg mL™ de nanoparticulas de prata inibiu

significativamente a taxa de crescimento radial do fungo testado. O Phomopsis sp. MES1154
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é sensfvel & concentracdo 50 pug mL™ e teve o seu didmetro de coldnia reduzido de 8,52 cm
para 7,57 cm, quando comparado ao controle H,O.

O crescimento do Phomopsis sp. MES1154 foi significativamente afetado pela
concentracdo 50 pg mL™ de nanoparticulas de prata, tendo uma redugdo de 7,22 cm no
didmetro da col6nia fungica, quando comparado com o controle H,O. O didmetro da col6nia
foi reduzido de 8,52 cm (controle H,0) para 1,30 cm (50 pg mL™ de nanoparticulas de prata).

As nanoparticulas de prata nas concentracées 270 e 540 pg mL™ inibiram totalmente o
crescimento fangico apenas em duas concentracdes, ndo ocorrendo formacdo da col6nia
fungica.

No tratamento controle positivo, com o fungicida anfotericina B, também ndo foi
observado inibicdo do crescimento da colénia do fungo avaliado. O crescimento do
Phomopsis sp. MES1154 ndo foi significativamente afetado nos tratamentos controle H,O e
controle negativo (NasCgHsO; 0,3 mol L™ e NH3 1,4 mol L), néo sendo observada inibic&o
da taxa de crescimento radial. Além disso, os resultados mostraram que n&o houve diferenga
estatisticamente significativa do crescimento entre as médias do controle H,O, controle
negativo, controle positivo e nanoparticulas de prata (concentragdo 5 pg mL™), obtidas apés 7
dias de incubagéo.

Em termos percentuais, as concentracbes 50 e 180 pg mL™ reduziram a taxa de
crescimento radial do Phomopsis sp. MES1154 em 21 e 64%, respectivamente, quando
comparadas relativamente ao controle H,O. As nanoparticulas de prata nas concentracfes 270
e 540 pg mL™? inibiram em 100% a taxa de crescimento radial do fungo Phomopsis sp.
MES1154, mais eficientes no teste de crescimento micelial.

Os percentuais de inibicdo da taxa de crescimento de todos os tratamentos avaliados

neste trabalho estdo apresentados na Tabela 4.17.
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Tabela 4.17 - Inibicdo da taxa de crescimento radial de Phomopsis sp. MES1154 relativamente ao controle H,0

Compostos Inibicéo da taxa de crescimento radial
(%)

Controle negativo -
Controle positivo -
AgNO; 100

AgNPs 5 ug mL™ -

AgNPs 50 pg mL™* 21
AgNPs 180 pg mL™ 64
AgNPs 270 pg mL™ 100
AgNPs 540 ug mL™ 100

- sem inibi¢&o significativa do crescimento

As medicdes diarias dos diametros das coldnias do Phomopsis sp. MES1154 referentes
a estes ensaios podem ser consultadas na Tabela 4.18 e na Figura 4.26. Neste estudo, utilizou-
se o teste de Ducan (P<0,05) para verificar as diferencas significativas entre os dados obtidos.
Este teste permitiu comparar as diferentes taxas de crescimento ndo apenas com oS
respectivos controles, mas também entre si, possibilitando assim, verificar se existiam

diferencas significativas entre as 5 concentracdes de nanoparticulas utilizadas.
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Tabela 4.18 - Diametro (cm) das colénias de Phomopsis sp. MES1154 medido durante 7 dias inoculado em
diferentes concentragdes de nanoparticulas de prata a 25 °C no escuro e, respectivas taxas de crescimento radial
(TCR)

Dias TCR yoe
Composto .
1 2 3 4 5 6 7 (cm/dia)

Controle H,0 Médiax 0,27 2,12 322 559 652 735 852 138 09924

sp*~ 0,050 0,067 0,097 0,219 0,172 0,075 0,067

Controle negativo  \gdia 0,24 2,09 3,21 559 649 733 849° 137 09923
D 0,053 0,078 0,117 0,196 0,154 0,049 0,154

Controle positivo  nggia 027 2,10 323 423 542 651 839 125 09843

sSD 0,071 0,100 0,100 0,122 0,098 0,220 0,093

AgNO; Média 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000" 0,00 0,0000

SD 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

AgNPs5pgmL?  pmédia 0,00 2,07 314 423 542 651 800° 116 09837

sSD 0,000 0,071 0,133 0,122 0,098 0,220 0,113

AGNPs50 ug ML pmggia 0,00 039 2,37 347 523 651 757° 143  0,9950

sSD 0,000 0,078 0,112 0,087 0,265 0,220 0,212

AgNPs 180 ug mL™  ppedia 0,00 0,00 000 026 039 067 130 034 09872

sSD 0,000 0,000 0,000 0,053 0,060 0,050 0,357

AgNPs 270 pg mL™ pedia 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00° 0,00 0,0000

SD 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

AgNPs 540 pg mL™ pgdia 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,00° 0,00 0,0000

SD 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Na coluna, letras diferentes correspondem a valores significativamente diferentes entre si para P<0,05 segundo o
teste de Duncan.

* Os valores apresentados sdo as médias dos didmetros de nove réplicas.

** Qs valores apresentados sdo os desvios padrdes das médias dos didmetros de nove réplicas.

***Qs valores apresentados sdo os coeficientes de determinacéo.
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Figura 4.26 - Crescimento das colénias de Phomopsis sp. MES1154 medido ao longo de 7
dias inoculado em diferentes concentraces de nanoparticulas de prata a 25 °C no escuro.

O resultado apresentado na Figura 4.27 mostra a inibicdo de 100% do crescimento do
Phomopsis sp. MES1154 na presenca de AgNO3, porém este tratamento ocasionou oxidacao

do meio de cultura, impedindo assim o desenvolvimento da col6nia do fungo.

Figura 4.27 - Inibicdo do crescimento de Aspergillus carbonarius 01UAs293 na presenga de
AgNO3
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Os resultados apresentados na Figura 4.28 e Figura 4.29 mostram a inibicdo do
crescimento do Phomopsis sp. MES1154 na presenca de nanoparticulas de prata e dos

controles, confirmando a atividade antifingica de nanoparticulas de prata.

Figura 4.28 - Efeito das nanoparticulas de prata e respectivos controles no crescimento do
Phomopsis sp. MES1154 testados ap6s 7 dias a 25 °C no escuro. (A) Controle HO, (B)
Controle negativo (NasCeHsO7 0,3 mol L™ e NH; 1,4 mol L'l), (C) Controle positivo
(fungicida anfotericina B) e (D) Concentracdo 5 ug mL™ de nanoparticulas de prata.
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Figura 4.29 - Efeito das nanoparticulas de prata no crescimento do Phomopsis sp. MES1154
testado ap6s 7 dias a 25 °C no escuro. (E) Concentracdo 50 pg mL™, (F) Concentracéo 180 ug
mL™, (G) Concentracéo 270 pg mL™ e (H) Concentracéo 540 ug mL™.

Os percentuais de inibicdo da taxa de crescimento de todas as estirpes dos fungos
testadas com nanoparticulas de prata nas concentragdes 5, 50, 180, 270 e 540 pg mL™

avaliados neste trabalho estdo apresentados na Tabela 4.19.
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Tabela 4.19 - Inibicdo da taxa de crescimento radial de todas as estirpes avaliadas neste trabalho relativamente
ao controle H,O

Fungos

Compostos I . .
P Inibicao da taxa de crescimento radial (%)

02.02! 5672 2013 293* 248° 1154°

Controle H,O - - - - - -

Controle negativo - - - - - -

Controle positivo 24 - - - 7 -
AgNO; 100 100 100 100 100 100
AgNPs 5 ug mL™ 17 - 100 100 21 -

AgNPs 50 ug mL™* 100 100 100 100 100 21
AgNPs 180 pg mL™ 100 100 100 100 100 64
AgNPs 270 ug mL™ 100 100 100 100 100 100

AgNPs 540 ug mL™ 100 100 100 100 100 100

!Aspergillus parasiticus MUM 92.02.
*Aspergillus flavus 08MASp567.
*Aspergillus flavus 08Masp201.
*Aspergillus carbonarius 01UAs293.
>Aspergillus niger 01UAs248.

®Phomopsis sp. MES1154.

- sem inibi¢&o significativa do crescimento.

4.3 Avaliacdo da producéo de micotoxinas por fungos Aspergillus spp.

4.3.1 Curvade calibracéo

Elaboraram-se, regularmente, curvas de calibracdo utilizando padrbes de ocratoxina A
(OTA, 01877, Sigma), aflatoxinas (AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2, respectivamente, A6636,
A9887, A0138 e A0263, Sigma) e fumonisina B2 (FB2, F3771, Sigma) como ja descrito no
item 3.3.4. A taxa de degradacdo da OTA, aflatoxinas e fumonisina foram calculadas
utilizando a equacdo 2.1. Os tempos de retencdo verificados nestas condi¢bes foram de
19,35 minutos para a OTA, de 28,43, 22,90, 20, 16,70 minutos para AFB1, AFB2, AFG1 e
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AFG2, respectivamente. O tempo de retencdo da fumonisina B2 foi de 22,72 minutos. O
limite de quantificagdo considerado foi a concentracdo do padrdo mais baixo utilizado na curva de
calibracdo. Nas Figuras A.3 a A.12 no apéndice desta tese encontram-se as curvas de

calibracdo calculadas.

4.3.2 Inibicdo da producado de aflatoxinas de Aspergillus parasiticus MUM 92.02 por

nanoparticulas de prata em meio sélido

Apds ser mensurado o efeito antifungico das nanoparticulas de prata no crescimento
micelial, as micotoxinas foram extraidas e avaliou-se o efeito das concentracdes 5, 50, 180,
270 e 540 ug mL™ de nanoparticulas de prata na producéo de aflatoxinas (AFG2, AFB2,
AFG1l e AFB1) por Aspergillus parasiticus MUM 92.02. Os resultados obtidos com 0s
tratamentos de nanoparticulas de prata sobre a producdo de aflatoxinas estdo apresentados na

Figura 4.30.

300,00 - Aspergillus parasiticus MUM 92.02

250,00 1 BAFG2 WAFB2 BWAFG1 MWAFB1
200,00 4
150,00 -
100,00 -
50,00 4
0,00 -

Controle Controle Controle AgNOz AgNPs5 AgNPs50 AgNPs  AgNPs  AgNPs
H,O negativo positivo pgmL™ pgmL™ 180 pg 270 pg 540 ug
mL™? mL™? mL™

Aflatoxinas (ug/col6nia)

Figura 4.30 - Producdo de aflatoxinas (AFG2, AFB2, AFG1 e AFB1) por Aspergillus
parasiticus MUM 92.02 quando crescidos em PDA suplementado com concentragdes 5, 50,
180, 270 e 540 pg mL™.
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As aflatoxinas produzidas por Aspergillus parasiticus MUM 92.02 em meio PDA na
presenca de 5, 50, 180, 270 e 540 pg mL™ foram quantificadas e as médias comparadas pelo
teste de Duncan (P<0,05) buscando encontrar as diferencas significativas entre elas. Os
resultados obtidos na fase de producdo de AFG2, AFB2, AFG1 e AFBL por esta estirpe em
estudo encontram-se na Tabela 4.20.

Verificaram-se redugOes significativas da producdo de aflatoxinas (AFG2, AFB2,
AFGl e AFB1) comparadas relativamente ao respectivo controle quando Aspergillus
parasiticus MUM 92.02 foi crescido na concentracdo de 5 ug mL™ de nanoparticulas de prata.
Observou-se que nesta concentracdo o fungo Aspergillus parasiticus MUM 92.02 produziu
significativamente menos aflatoxinas, 040, 1,40, 42,92 e 84,76 ug por placa de AFG2, AFB2,
AFG1 e AFBL1, respectivamente. Estes valores, quando comparados com 0s seus controles,
traduzem-se em diminuicdes na producdo de aflatoxinas totais (soma dos 4 tipos de
aflatoxinas , AFG2, AFB2, AFG1 e AFB1) de 48%.

Observou-se que nas concentracdes 50, 180, 270 e 540 pg mL™ de nanoparticulas de
prata ndo houve producdo de aflatoxinas (AFG2, AFB2, AFG1 e AFB1), evidenciando com
este resultado o grande potencial como agente antifungico destas nanoparticulas, sendo
capazes de inibir até a producdo dessas substancias toxicas, conhecidas como micotoxinas.

No tratamento controle positivo, com o fungicida anfotericina B, ndo foi observada
diminuicdo significativa na produgdo de aflatoxinas (AFG2, AFB2, AFG1l e AFB1),
mostrando que este fungicida na concentracdo 1 pg mL™, ndo foi eficiente na inibicdo da
producdo de aflatoxinas do fungo Aspergillus parasiticus MUM 92.02.

No tratamento AgNO; (nitrato de prata) também ndo observou-se producdo de
aflatoxinas (AFG2, AFB2, AFG1 e AFBL1).

Para as outras situacdes ndo se observaram reducdes significativas na producdo de
aflatoxinas. Na Tabela 4.21 as diferencas da producdo de aflatoxinas totais relativamente ao
controle estdo expressas em porcentagem.

Os cromatogramas referentes aos ensaios que produziram aflatoxinas (AFG2, AFB2,

AFGL1 e AFB1) podem ser consultados nas Figuras A.13 a A.16 no apéndice.
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Tabela 4.20 - Producdo de Aflatoxinas (AFG2, AFB2, AFG1 e AFB1) de Aspergillus parasiticus MUM 92.02
crescido em meio PDA suplementado com 5, 50, 180, 270 e 540 ug mL™ de nanoparticulas de prata

Aflatoxinas (ug por colonia)

Compostos

AFG2 AFB2 AFG1 AFB1

Controle H,O 0,90+0,153%°  2,57+0,354% 85,83+12,678*" 137,70+14,976*°

Controle negativo  0,93+0,094%°  2,90+0,300°  96,00+11,816°  160,63+14,831°

Controle positivo  1,00+0,163*°  2,73+0,275  97,23+9,761°  162,30+16,669"
AgNO; 0,00+0,000¢  0,00+0,000°  0,00+0,000¢ 0,00+0,000°
AgNPs5pgmL™  0,40+0,000°  1,40+0,000°  42,92+1,440° 84,76+0,720°
AgNPs 50 ug mL™  0,00+0,000¢  0,0040,000°  0,00+0,000¢ 0,00+0,000°
AgNPs 180 ug  0,00+0,000  0,00+0,000°  0,00+0,000¢ 0,00+0,000°
AgNPs 270 ug  0,00+0,000  0,00+0,000°  0,00+0,000¢ 0,00+0,000°
AgNPs540 ug  0,00+0,000  0,00+0,000°  0,00+0,000° 0,00+0,000¢

Os valores apresentados sdo a média de nove réplicas + desvio padrdo. Na coluna, letras diferentes
correspondem a valores significativamente diferentes entre si para P<0,05 segundo o teste de Duncan.

Tabela 4.21 - Inibicdo da producdo de Aflatoxinas totais (AFG2 + AFB2 + AFG1 + AFB1) de Aspergillus
parasiticus MUM 92.02 crescido em meio PDA suplementado com 5, 50, 180, 270 e 540 pg mL™* de
nanoparticulas de prata

Compostos Aflatoxinas totais (%0)

Controle negativo
Controle positivo -

AgNO; 100
AgNPs 5 ug mL™ 48
AgNPs 50 pg mL™* 100

AgNPs 180 ug mL™ 100
AgNPs 270 pg mL™ 100
AgNPs 540 pg mL™ 100

- sem reducdo significativa da producdo de aflatoxinas.
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4.3.3 Inibicdo da producdo de aflatoxinas de Aspergillus flavus 08MAsp567 por

nanoparticulas de prata em meio sélido

Os resultados do efeito das concentracdes 5, 50, 180, 270 e 540 pg mL™ de
nanoparticulas de prata sobre a producédo de aflatoxinas (AFG1 e AFB1) de Aspergillus flavus
08MAsp567 estdo apresentados na Figura 4.31.
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Figura 4.31 - Producéo de aflatoxinas (AFG1 e AFB1) por Aspergillus flavus 08MAsp567
quando crescidos em PDA suplementado com concentracées 5, 50, 180, 270 e 540 ug mL™.

As aflatoxinas produzidas por Aspergillus flavus 08MAsp567 em meio PDA na
presenca de 5, 50, 180, 270 e 540 pg mL™ foram quantificadas e as médias comparadas pelo
teste de Duncan (P<0,05) buscando encontrar as diferencas significativas entre elas. Os
resultados obtidos na fase de producdo de AFG1 e AFB1 por Aspergillus flavus 08BMAsp567
encontram-se na Tabela 4.22.

Constatou-se que as nanoparticulas de prata em todas as concentragdes (5, 50, 180,
270 e 540 ug mL™) inibiram em 100% a produgdo de aflatoxinas AFG1 e AFB1 por
Aspergillus flavus 08MAsp567.

No tratamento AgNO; (nitrato de prata) também ndo observou-se produgdo de
aflatoxinas (AFG1 e AFB1).
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No tratamento controle positivo, com o fungicida anfotericina B, verificou-se uma
reducéo significativa de 14% na produgdo de aflatoxinas totais (AFG1 + AFB1) comparadas
relativamente ao controle H,O e controle negativo, respectivamente. Observou-se que neste
tratamento o fungo Aspergillus flavus 08MAsp567 produziu significativamente menos
aflatoxinas, porém foi um resultado inferior comparado as concentragfes de nanoparticulas de
prata.

Para as outras situacdes ndo se observaram reducdes significativas na producdo de
aflatoxinas. Na Tabela 4.23 a inibicdo da producdo de aflatoxinas totais relativamente ao
controle H,O estdo expressas em porcentagem.

Os cromatogramas referentes aos ensaios que produziram aflatoxinas (AFG1 e AFB1)

podem ser consultados nas Figuras A.17 a A.19 no apéndice.

Tabela 4.22 - Producdo de Aflatoxinas (AFG1 e AFB1) de Aspergillus flavus 08MAsp567 crescido em meio
PDA suplementado com 5, 50, 180, 270 e 540 ug mL™ de nanoparticulas de prata

Aflatoxinas (g por colbnia)

Compostos

AFG1 AFB1
Controle H,O 8,60+1,802° 6,74+1,255°
Controle negativo 9,06+1,194% 7,7440,905%
Controle positivo 6,84+2,693" 6,40+1,906°
AgNO; 0,00+0,000¢ 0,00+0,000°
AgNPs 5 pg mL™ 0,00+0,000° 0,00+0,000°
AgNPs 50 pg mL™* 0,00+0,000° 0,00+0,000°
AgNPs 180 ug mL™ 0,00+0,000° 0,00+0,000°
AgNPs 270 ug mL™ 0,00+£0,000° 0,00+0,000°
AgNPs 540 ug mL™ 0,00+£0,000° 0,00+0,000°

Os valores apresentados sdo a média de nove réplicas + desvio padrdo. Na coluna, letras diferentes

correspondem a valores significativamente diferentes entre si para P<0,05 segundo o teste de Duncan.
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Tabela 4.23 - Inibi¢do da producdo de Aflatoxinas totais (AFG1 + AFB1) de Aspergillus flavus 08MAsp567
crescido em meio PDA suplementado com 5, 50, 180, 270 e 540 pg mL™ de nanoparticulas de prata

Compostos Aflatoxinas totais (%)

Controle negativo
Controle positivo -

AgNO; 100
AgNPs 5 ug mL™ 100
AgNPs 50 ug mL™* 100

AgNPs 180 ug mL™ 100
AgNPs 270 pg mL™* 100
AgNPs 540 pg mL™ 100

- sem reducéo significativa da producdo de aflatoxinas.

4.3.4 Inibicdo da producdo de aflatoxinas de Aspergillus flavus 08Masp201 por

nanoparticulas de prata em meio sélido

Os resultados apresentados na Figura 4.32 expressam o efeito de nanoparticulas de

prata sobre a producéo de aflatoxinas (AFB2 e AFB1) de Aspergillus flavus 08Masp201.
As aflatoxinas produzidas por Aspergillus flavus 08Masp201 em meio PDA na
presenca de 5, 50, 180, 270 e 540 pg mL™ foram quantificadas e as médias comparadas pelo
teste de Duncan (P<0,05) buscando encontrar as diferencas significativas entre elas. Os
resultados obtidos na fase de producdo de AFB2 e AFB1 por Aspergillus flavus 08Masp201

encontram-se na Tabela 4.24.
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Figura 4.32 - Producédo de aflatoxinas (AFB2 e AFB1) por Aspergillus flavus 08Masp201
quando crescidos em PDA suplementado com concentracdes 5, 50, 180, 270 e 540 ug mL™.

Constatou-se que as nanoparticulas de prata em todas as concentracfes (5, 50, 180,
270 e 540 pg mL™) influenciou a producdo de aflatoxinas AFB2 e AFB1 por Aspergillus
flavus 08Masp201, inibindo em 100% a producédo de AFB2 e AFB1.

No tratamento AgNO; (nitrato de prata) também ndo observou-se a producdo de
aflatoxinas (AFB2 e AFB1).

No tratamento controle positivo, com o fungicida anfotericina B, ndo foi verificado
uma reducdo significativa na producdo de aflatoxinas totais (AFB2 + AFB1) comparadas
relativamente ao controle H,O. No entanto, no controle negativo ocorreu uma maior producéao
de AFB2 e AFB1, comparada aos controles H,O e positivo, esse aumento foi de 40 e 30%,
respectivamente. Na Tabela 4.25 a inibicdo da produgdo de aflatoxinas totais comparada
relativamente ao controle H,O esta expressa em porcentagem.

Os cromatogramas referentes aos ensaios que produziram aflatoxinas (AFB2 e AFB1)

podem ser consultados nas Figuras A.20 a A.22 no apéndice.
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Tabela 4.24 - Produgdo de Aflatoxinas (AFB2 e AFB1) de Aspergillus flavus 08Masp201 crescido em meio
PDA suplementado com 5, 50, 180, 270 e 540 ug mL™ de nanoparticulas de prata

Aflatoxinas (ug por colbnia)

Compostos
AFB2 AFB1

Controle H,0 9,98+1,966° 371,53+43,265°

Controle negativo 21,23+4,300° 612,54+68,568"

Controle positivo 9,69+3,015% 434,69+75,783°
AgNO; 0,00+0,000° 0,00+0,000°
AgNPs 5 ug mL™ 0,00+0,000° 0,0040,000°
AgNPs 50 pg mL™ 0,00+0,000° 0,00+0,000°
AgNPs 180 pg mL™ 0,00+0,000° 0,00+0,000°
AgNPs 270 pg mL™ 0,00+0,000° 0,00+0,000°
AgNPs 540 ug mL™* 0,00+0,000° 0,0040,000°

Os valores apresentados sdo a média de nove réplicas + desvio padrdo. Na coluna, letras diferentes
correspondem a valores significativamente diferentes entre si para P<0,05 segundo o teste de Duncan.

Tabela 4.25 - Inibigdo da producéo de Aflatoxinas totais (AFB2 + AFB1) de Aspergillus flavus 08Masp201
crescido em meio PDA suplementado com 5, 50, 180, 270 e 540 ug mL™ de nanoparticulas de prata

Compostos Aflatoxinas totais (%0)

Controle negativo -
Controle positivo -

AgNPs 5 ug mL™ 100
AgNPs 50 pg mL™* 100
AgNPs 180 pg mL™ 100
AgNPs 270 pg mL™ 100
AgNPs 540 ug mL™ 100

- sem reducdo significativa da producao de aflatoxinas.
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4.3.5 Inibicdo da producdo de ocratoxina A (OTA) de Aspergillus carbonarius
01UAs293 por nanoparticulas de prata em meio solido

Na figura 4.33 estdo os resultados das concentragdes 5, 50, 180, 270 e 540 pg mL™ de

nanoparticulas de prata sobre a producéo de OTA em Aspergillus carbonarius 01UAs293.

Aspergillus carbonarius 01UAs293
30,00 -
25,00 - mOTA
)
c
©
o 20,00
L
=2}
=
< 15,00 A
[a¥]
=
S 10,00 -
)
©
H .
(&)
o 5,00 A
0,00 -
Controle Controle Controle AgNOz AgNPs5 AgNPs50 AgNPs  AgNPs  AgNPs
H,O0 negativo positivo pgmL™ pgmL™t 180 pg 270 pg 540 ug
mL™t mL™ mL™

Figura 4.33 - Producdo de ocratoxina A (OTA) por Aspergillus carbonarius 01UAs293
quando crescidos em MEA suplementado com concentracdes 5, 50, 180, 270 e 540 ug mL™.

A OTA produzida por Aspergillus carbonarius 01UAs293 em meio MEA na presenca
de 5, 50, 180, 270 e 540 pg mL™ foram quantificadas e as médias comparadas pelo teste de
Duncan (P<0,05) buscando encontrar as diferencas significativas entre elas. Os resultados
obtidos na fase de producéo de OTA por esta estirpe em estudo encontram-se na Tabela 4.26

Verificou-se que nas concentracdes 5, 50, 180, 270 e 540 pg mL™ de nanoparticulas
de prata ndo houve producdo de OTA por Aspergillus carbonarius 01UAs293, evidenciando
com este resultado o grande potencial como agente antifingico destas nanoparticulas, sendo
capazes de inibir até a producdo dessas substancias tdxicas, conhecidas como micotoxinas que
causam sérios problemas de salde quando ingeridas. No tratamento AgNOj3 (nitrato de prata)

também nao foi verificada a producdo de OTA.
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No tratamento controle positivo, com o fungicida anfotericina B, ndo foi observada
diminuicdo significativa na produgdo OTA mostrando que este fungicida na concentragdo 1
ng mL*, ndo foi eficiente na inibicdo da producdo de OTA do fungo por Aspergillus
carbonarius 01UAs293.

Para as outras situagdes ndo se observaram redugdes significativas na produgdo de
OTA. Na Tabela 4.27 as diferengas da inibigdo de OTA relativamente ao controle H,O estio
expressas em porcentagem. Os cromatogramas referentes aos ensaios que produziram

ocratoxina A podem ser consultados nas Figuras A.23 a A.25 no apéndice.

Tabela 4.26 - Producéo de ocratoxina A (OTA) de Aspergillus carbonarius 01UAs293 crescido em meio MEA
suplementado com 5, 50, 180, 270 e 540 pg mL™ de nanoparticulas de prata

Compostos Ocratoxina A (ug por coldnia)

Controle H,O 23,17+4,031%

Controle negativo 14,76+4,023%"
Controle positivo 20,67+3,687%
AgNO; 0,00+0,000°
AgNPs 5 pg mL™ 0,00+0,000°
AgNPs 50 pg mL™* 0,00+0,000°
AgNPs 180 pg mL™ 0,00+0,000°
AgNPs 270 pg mL™* 0,00+0,000°
AgNPs 540 pg mL™ 0,00+0,000°

Os valores apresentados sdo a média de nove réplicas + desvio padrdo. Na coluna, letras diferentes
correspondem a valores significativamente diferentes entre si para P<0,05 segundo o teste de Duncan.

Tabela 4.27 - Inibi¢do da producdo de ocratoxina A (OTA) de Aspergillus carbonarius 01UAs293 crescido em
meio MEA suplementado com 5, 50, 180, 270 e 540 ug mL™ de nanoparticulas de prata

Compostos Ocratoxina A (%o)

Controle negativo -
Controle positivo -

AgNO; 100
AgNPs 5 pg mL™ 100
AgNPs 50 pg mL™* 100

AgNPs 180 ug mL™ 100

AgNPs 270 pg mL™ 100

AgNPs 540 pg mL™ 100

- sem reducéo significativa da producdo de ocratoxina.
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4.3.6 Inibicdo da producdo de fumonisina B2 (FB2) de Aspergillus niger 01UAs248

por nanoparticulas de prata em meio sélido

Ap0s ser mensurado o efeito antifungico das nanoparticulas de prata no crescimento
micelial fangico, avaliou-se o efeito das concentracdes 5, 50, 180, 270 e 540 ug mL™ de
nanoparticulas de prata na producdo de fumonisina B2 (FB2) por Aspergillus niger
01UAs248. Os resultados obtidos com os tratamentos de nanoparticulas de prata nas 5
diferentes concentracdes sobre a producdo de fumonisina estdo apresentados na Figura 4.34.
Os cromatogramas referentes aos ensaios que produziram fumonisina B2 (FB2) podem ser
consultados nas Figuras A.26 a A.29 no apéndice.
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Figura 4.34 - Producdo de fumonisina B2 (FB2) por Aspergillus niger 01UAs248 quando
crescidos em PDA suplementado com concentracdes 5, 50, 180, 270 e 540 ug mL™.

A fumonisina B2 (FB2) produzida por Aspergillus niger 01UAs248 em meio PDA na
presenca de 5, 50, 180, 270 e 540 pg mL™* foram quantificadas e as médias comparadas pelo
teste de Duncan (P<0,05) buscando encontrar as diferencas significativas entre elas. Os
resultados obtidos na fase de producdo de FB2 por Aspergillus niger 01UAs248 encontram-se
na Tabela 4.28.
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Observou-se uma reducdo significativa da producdo de fumonisina B2 (FB2) por
Aspergillus niger 01UAs248 na concentragdo de 5 pg mL™ de nanoparticulas de prata. Os
resultados mostraram que nesta concentracao esta estirpe do fungo inibiu 98% a producéo de
FB2, quando comparado aos controles H,O, negativo e positivo.

Nas concentragdes 50, 180, 270 e 540 pg mL™ de nanoparticulas de prata no houve
producdo de fumonisina B2 (FB2), evidenciando novamente o grande potencial como agente
antifngico destas nanoparticulas, inibindo a producéo de FB2. No tratamento AgNO3 (nitrato
de prata) também ndo foi verificada a producdo de fumonisina B2 (FB2).

No tratamento controle positivo, com o fungicida anfotericina B, ndo foi observada
diminuigdo significativa na producdo fumonisina B2, mostrando que este fungicida na
concentracdo 1 pg mL™, néo foi eficiente na inibic&o da producdo de FB2. No entanto, 0 uso
deste fungicida, provocou um estresse biologico no fungo Aspergillus niger 01UAs248
ocasionando uma producdo muito elevada de FB2. Neste tratamento, a estirpe avaliada
produziu 924,22 g por colénia, em comparagdo a concentragdo de 5 pg mL™* de
nanoparticulas de prata produziu 21,98 ug por coldnia, 0 que corresponde a uma exagerada
producdo de fumonisina B2. Desse modo, o fungicida anfotericina B ao invés de inibir,
estimulou a producdo de FB2. Para o0s outros tratamentos ndo se observaram reducoes
significativas na producédo de FB2. Na Tabela 4.29 as diferencas de inibi¢cdo de fumonisina B2
(FB2) relativamente ao controle H,O estéo expressas em porcentagem.

Tabela 4.28 - Producéo de fumonisina B2 (FB2) de Aspergillus niger 01UAs248 crescido em meio PDA
suplementado com 5, 50, 180, 270 e 540 pg mL™ de nanoparticulas de prata

Compostos Fumonisina B2 (ug por coldnia)
Controle H,0 88,26+70,0782
Controle negativo 47,18+44,021°
Controle positivo 924,22+197,726°
AgNO; 0,00+0,000°
AgNPs 5 ug mL™ 21,98+10,549°
AgNPs 50 pg mL™* 0,00+0,000°
AgNPs 180 pg mL™ 0,00+0,000°
AgNPs 270 pg mL™ 0,00+0,000°
AgNPs 540 pg mL™ 0,00+0,000°

Os valores apresentados sdo a média de nove réplicas + desvio padrdo. Na coluna, letras diferentes
correspondem a valores significativamente diferentes entre si para P<0,05 segundo o teste de Duncan.
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Tabela 4.29 - Inibicdo da produgdo de fumonisina B2 (FB2) de Aspergillus niger 01UAs248 crescido em meio
PDA suplementado com 5, 50, 180, 270 e 540 ug mL™ de nanoparticulas de prata

Compostos Fumonisina B2 (%)

Controle negativo -
Controle positivo -

AgNO; 100
AgNPs 5 ug mL™ 98
AgNPs 50 ug mL™* 100

AgNPs 180 ug mL™ 100

AgNPs 270 pg mL™* 100

AgNPs 540 pg mL™ 100

- sem reducéo significativa da producéo de fumonisina.

4.4 Inibicdo do crescimento de Aspergillus spp. pela concentracéo

inibitéria minima (CIM) de nanoparticulas de prata em microplaca

4.4.1 Inibicdo do crescimento de Aspergillus parasiticus MUM 92.02 pela concentracao

inibitéria minima (CIM) de nanoparticulas de prata em microplaca

A figura 4.35 indica a reducdo em percentual de germinacdo dos esporos de Aspergillus
parasiticus MUM 92.02 em relagdo ao aumento das concentracdes de nanoparticulas de prata em
comparacdo aos controles onde ndo houve adi¢do de nanoparticulas de prata.

No ensaio de microdului¢cdo em caldo com o corante resazurina na avaliacdo de 24
horas foi constatado que todas as leituras estavam abaixo de zero, ou seja, ndo houve
crescimento do fungo e também ndo foi observada mudanca na coloragdo. Como foi
mencionado anteriormente, a resazurina possui coloracdo azul que é oxidada na presenca de
micro-organismos, ocorrendo mudanca para a coloragdo rosa, sendo possivel visualizar a
presenca do crescimento fungico. No ensaio 48 horas foram observadas o efeito das
nanoparticulas de prata. Com base nas leituras espectrofotométricas efetuadas foi determinada
a CIM= 6,25 pg mL™. De acordo com os resultados 6,25 pg mL™ (CIM) foi a concentragéo
mais baixa na qual se deu a inibi¢do total do crescimento do fungo. No ensaio 72 horas 0s

resultados foram idénticos ao das 48 horas. A Unica diferenca entre os dois tempos (48 e 72
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horas) foi o maior crescimento flngico nos tratamentos (pogos) controle H,O, controle
negativo e controle positivo, por isso a absorbancia foi maior. Desse modo, 0 aumento da
absorbancia é visualizado pela coloracdo amarela na microplaca, que é onde teve o0 maior
crescimento do fungo (Figura 4.36). Nos pocos de coloracdo azul ndo foi constatado a
germinacdo dos esporos. Observou-se que o fungicida n&o inibiu significativamente o
crescimento fungico, pois a concentracdo utilizada deve ter sido baixa, sendo necessaria uma
concentracdo mais elevada.

O valor de ICs de nanoparticulas de prata para Aspergillus parasiticus MUM 92.02 é
de 3,6 pg mL™?, como pode ser visto na Tabela 4.30. Nesta tabela encontram-se os resultados
estatisticos do ajuste ndo linear dos dados de acordo com o modelo utilizado.

Aspergillus parasiticus MUM 92.02
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Figura 4.35 - Log(x) das concentracdes de nanoparticulas de prata sobre o crescimento de

Aspergillus parasiticus MUM 92.02. Sem nanoparticula de prata (Log(x) =0) o fungo cresceu
100%.
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Figura 4.36 - A concentrago inibitéria minima (CIM= 6,25 pg mL™) de nanoparticulas de
prata em Aspergillus parasiticus MUM 92.02. (1) meio de cultura sem indculo, (2) meio de
cultura + resazurina sem indculo, (3) controle H,O, (4) controle negativo, (5) controle
positivo, (6) AgNOs, (7) AgNPs 1 pg mL™, (8) AgNPs 3 pg mL™, (9) AgNPs 6,25 pug mL™,
(10) AgNPs 12,5 pg mL™, (11) AgNPs 25 pg mL ™ e (12) AgNPs 50 ug mL™.

Tabela 4.30 - IC5, de nanoparticulas de prata para a estirpe de Aspergillus parasiticus MUM 92.02

Calculo de ICxg

Compostos

Log(x) ug mL": Absorbancia %2 1Cso(ug)® I1Ces(pg)¢ R
- 1* 1,44 100 3,6 3,013-4,293 10,9841

0,30103 1 121 84,03

0,47712 3 1,09 75,76

0,79588 6,25 0 0

1,09691 12,5 0 0

1,39794 25 0 0

1,69897 50 0 0

Fungicida anfotericina B 1 ug mL™;
Porcentagem de inibicdo do crescimento flingico.

® |Cs = concentracéo de nanoparticulas de prata para a qual existe uma inibicdo de 50% determinada por
ajuste dos dados experimentais a equacdo de Hill utilizando o programa informatico Prism 6, GraphPad

Software, Inc, San Diego, CA, USA.
¢ Intervalo de confianga de 95% para o valor de 1Cs, obtido.

¢ Coeficiente de correlacéo da curva ajustada.
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4.4.2 Inibicdo do crescimento de Aspergillus flavus 08MAsp567 pela concentragéo
inibitéria minima (CIM) de nanoparticulas de prata em microplaca

A figura 4.37 indica a reducdo em percentual de germinacdo dos esporos de Aspergillus
flavus 08MAsp567 em relacdo ao aumento das concentracdes de nanoparticulas de prata
emcomparacao aos controles onde ndo houve adicdo de nanoparticulas de prata.

No ensaio 24 horas para o teste de microduluicdo em caldo com o corante resazurina
para a estirpe Aspergillus flavus 08MAsp567 foi constatado que todas as leituras sdo
inferiores a zero, ou seja, ndo houve crescimento do fungo e também n&o foi observada
mudanga na coloracdo. No ensaio 48 horas foi possivel visualizar o efeito das nanoparticulas
de prata de prata na germinacao dos esporos.

De acordo com os resultados 6,25 pg mL™ (CIM) foi a concentracdo mais baixa na
qual se deu a inibicéo total do crescimento do fungo. Os ensaios das 48 e 72 horas mostram 0s
resultados semelhantes. A diferenca entre os dois tempos de leitura (48 e 72 horas) foi o maior
crescimento fangico nos tratamentos (pocos) controle H,O, controle negativo e controle
positivo, por isso a absorbancia foi maior. Desse modo, o aumento da absorbancia é
visualizado pela coloragdo amarela na microplaca, que é onde teve o maior crescimento do
fungo (Figura 4.38).

Nos pocos de coloracdo azul ndo foi constatado a germinacéo dos esporos. Observou-
se que o fungicida na concentracdo 1 ug mL™ ndo foi suficiente para inibir significativamente
o crescimento de Aspergillus flavus 08MAsp567, pois a concentracéo utilizada deve ter sido
baixa, sendo necessaria uma concentracdo mais elevada.

O valor de I1Csq de nanoparticulas de prata para Aspergillus flavus 08BMAsp567 é de 3,5
g mL?, como pode ser visto na Tabela 4.31. Nesta tabela também encontram-se os

resultados estatisticos do ajuste ndo linear dos dados de acordo com o modelo utilizado.
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Aspergillus flavus 08MAsp567
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Figura 4.37 - Log(x) das concentracOes de nanoparticulas de prata sobre o crescimento de

Aspergillus flavus 08MAsp567. Sem nanoparticula de prata (Log(x) =0) o fungo cresceu
100%.

Figura 4.38 - A concentrago inibitoria minima (CIM= 6,25 pg mL™) de nanoparticulas de
prata em Aspergillus flavus 08MAsp567. (1) meio de cultura sem inéculo, (2) meio de cultura
+ resazurina sem inoculo, (3) controle H,O, (4) controle negativo, (5) controle positivo, (6)
AgNOs, (7) AgNPs 1 pg mL™?, (8) AgNPs 3 ug mL™, (9) AgNPs 6,25 ug mL™, (10) AgNPs
12,5 ug mL™?, (11) AgNPs 25 ug mL™ e (12) AgNPs 50 pg mL™.
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Tabela 4.31 - ICs, de nanoparticulas de prata para a estirpe de Aspergillus flavus 08MAsp567

Célculo de ICsg

Log(x) Cﬁg“m_s.tf’s Absorbancia % ° ICso(ug)® 1Ceks(ug)® R
- 1* 1,79 100 3,5 3,021-3,986 10,9882
0,30103 1 1,51 84,40
0,47712 3 1,26 70,58
0,79588 6,25 0 0
1,09691 12,5 0 0
1,39794 25 0 0
1,69897 50 0 0

Fungicida anfotericina B 1 ug mL™.
#Porcentagem de inibicdo do crescimento flngico.

P |Cq = concentracdo de nanoparticulas de prata para a qual existe uma inibicdo de 50% determinada por
ajuste dos dados experimentais a equacdo de Hill utilizando o programa informatico Prism 6, GraphPad
Software, Inc, San Diego, CA, USA.

¢ Intervalo de confianca de 95% para o valor de 1Cs, obtido.

¢ Coeficiente de correlagdo da curva ajustada.

4.4.3 Inibicdo do crescimento de Aspergillus flavus 08Masp201 pela concentracao

inibitéria minima (CIM) de nanoparticulas de prata em microplaca

A figura 4.39 indica a reducdo em percentual de germinagdo dos esporos de Aspergillus
flavus 08Masp201 em relacdo ao aumento das concentracdes de nanoparticulas de prata em
comparacao aos controles onde ndo houve adi¢do de nanoparticulas de prata.

No ensaio 24 horas para o teste de microduluicdo em caldo com o corante resazurina
para a estirpe Aspergillus flavus 08Masp201 ndo houve crescimento do fungo e também néo
foi observada mudanca na coloracdo. No ensaio 48 horas foi possivel visualizar o efeito das
nanoparticulas de prata de prata na germinagdo dos esporos.

De acordo com os resultados 6,25 pg mL™ (CIM) foi a concentracdo mais baixa na
qual se deu a inibigéo total do crescimento do fungo. Os ensaios das 48 e 72 horas mostram 0s
resultados semelhantes. Nas leituras de 72 horas o crescimento fungico foi mais pronunciado
nos tratamentos (pogos) controle H,O, controle negativo e controle positivo, por isso a

absorbancia foi maior. Desse modo, 0 aumento da absorbancia é visualizado pela coloracéo
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amarela na microplaca, que é onde teve o maior crescimento do fungo e consequentemente
uma maior oxidacao do corante resazurina (Figura 4.40).

Nos pocos de coloragdo azul (na presenca das nanoparticulas de prata nas
concentragdes 6,25, 12,5, 25 e 50 pg mL™) ndo ocorreu a germinacao dos esporos. Observou-
se que o fungicida na concentragdo 1 pug mL™ ndo foi suficiente para inibir significativamente
o0 crescimento de Aspergillus flavus 08Masp201, pois a concentragédo utilizada deve ter sido
baixa, sendo necessaria uma concentracdo mais elevada.

Na Tabela 4.32 podem ser consultados os resultados estatisticos do ajuste ndo linear

dos dados de acordo com o modelo utilizado e o valor de ICs, de nanoparticulas de prata para
Aspergillus flavus 08Masp201 (ICso= 3,3 pg mL™).

Aspergillus flavus 08MAsp201
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Figura 4.39 - Log(x) das concentracdes de nanoparticulas de prata sobre o crescimento de

Aspergillus flavus 08Masp201. Sem nanoparticula de prata (Log(x) =0) o fungo cresceu
100%.
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Figura 4.40 - A concentragdo inibitéria minima (CIM= 6,25 pg mL™) de nanoparticulas de
prata em Aspergillus flavus 08Masp201. (1) meio de cultura sem in6culo, (2) meio de cultura
+ resazurina sem inoculo, (3) controle H,O, (4) controle negativo, (5) controle positivo, (6)
AgNO3, (7) AgNPs 1 ug mL™, (8) AgNPs 3 pg mL™, (9) AgNPs 6,25 ug mL™, (10) AgNPs
12,5 ug mL?, (11) AgNPs 25 ug mL e (12) AgNPs 50 pg mL™.

Tabela 4.32 - 1Cs, de nanoparticulas de prata para a estirpe de Aspergillus flavus 08Masp201

Calculo de ICxg

Log(x) CS;nr%OLS.tlo > Absorbancia  %°® ICs0(n0) ®  1Ces(ng) ¢  R*“
- 1* 191 100 3,3 2,824 -3,765 10,9845

0,30103 1 1,51 78,97

0,47712 3 1,22 63,86

0,79588 6,25 0 0

1,09691 12,5 0 0

1,39794 25 0 0

1,69897 50 0 0

Fungicida anfotericina B 1 ug mL™.
#Porcentagem de inibicdo do crescimento flingico.

® ICs = concentragdo de nanoparticulas de prata para a qual existe uma inibigio de 50% determinada por
ajuste dos dados experimentais & equagdo de Hill utilizando o programa informatico Prism 6, GraphPad

Software, Inc, San Diego, CA, USA.
¢ Intervalo de confianga de 95% para o valor de 1Cs, obtido.

¢ Coeficiente de correlacéo da curva ajustada.
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4.4.4 Inibicéo do crescimento de Aspergillus carbonarius 01UAs293 pela concentracao
inibitéria minima (CIM) de nanoparticulas de prata em microplaca

A figura 4.41 indica a reducdo em percentual de germinagdo dos esporos de Aspergillus
carbonarius 01UAs293 em relacdo ao aumento das concentracfes de nanoparticulas de prata em
comparacao aos controles onde ndo houve adi¢do de nanoparticulas de prata.

No ensaio 24 horas as leituras estavam abaixo de zero, ou seja, ndo houve crescimento
do fungo e também ndo foi observada mudanca na coloracdo. No ensaio 48 horas foi
observado o efeito das nanoparticulas de prata e com base nas leituras efetuadas foi
determinada a CIM= 6,25 pg mL™, a concentracdo mais baixa a que se deu a inibigdo total do
crescimento fungico. No ensaio 72 horas os resultados foram idénticos ao das 48 horas. A
Unica diferenca é que o fungo teve um maior cresceu mais por isso a absorvancia foi maior. A
coloracdo amarela é onde teve 0 maior crescimento do fungo.

Nos pogos de coloragdo azul (na presenca das nanoparticulas de prata nas
concentracdes 6,25, 12,5, 25 e 50 pg mL™) ndo ocorreu a germinagao dos esporos.

Observou-se que o fungicida ndo inibiu significativamente o crescimento fungico, pois
a concentracdo utilizada deve ter sido baixa (1 pg mL™), sendo necesséaria uma concentracio
mais elevada (Figura 4.42).

Na Tabela 4.33 podem ser consultados os resultados estatisticos do ajuste ndo linear
dos dados de acordo com o modelo utilizado e o valor de 1Cso de nanoparticulas de prata para
Aspergillus carbonarius 01UAs293 (ICso= 1,0 pg mL™). Este fungo mostrou ser mais sensivel
as nanoparticulas de prata tendo 50% do seu crescimento inibido com uma concentracao
menor de nanoparticulas de prata em comparacdo com as outras estirpes avaliadas neste
trabalho.
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Aspergillus carbonarius 01UAs293
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Figura 4.41 - Log(x) das concentracOes de nanoparticulas de prata sobre o crescimento de

Aspergillus carbonarius 01UAs293. Sem nanoparticula de prata (Log(x) =0) o fungo cresceu
100%.
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Figura 4.42 - A concentrago inibitéria minima (CIM= 6,25 pg mL™) de nanoparticulas de
prata em Aspergillus carbonarius 01UAs293. (1) meio de cultura sem indculo, (2) meio de
cultura + resazurina sem inoculo, (3) controle H,O, (4) controle negativo, (5) controle
positivo, (6) AgNOs, (7) AgNPs 1 pg mL™?, (8) AgNPs 3 pg mL™, (9) AgNPs 6,25 pg mL™?,
(10) AgNPs 12,5 pg mL™, (11) AgNPs 25 pg mL™ e (12) AgNPs 50 ug mL™.
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Tabela 4.33 - ICs, de nanoparticulas de prata para a estirpe de Aspergillus carbonarius 01UAs293

Célculo de ICsg

Log(x) Cﬁgnr;;ol_s_tlo > Absorbancia = %@ ICso (ug) ° ICos (ng) © R2d
- 1* 1,24 100 1,0 1,376 - 1,379  0,9830

0,30103 1 0,50 50

0,47712 3 0,35 28,18

0,79588 6,25 0 0

1,09691 12,5 0 0

1,39794 25 0 0

1,69897 50 0 0

Fungicida anfotericina B 1 ug mL™.
Porcentagem de crescimento flngico.

P |Cq = concentracdo de nanoparticulas de prata para a qual existe uma inibicdo de 50% determinada por
ajuste dos dados experimentais a equacdo de Hill utilizando o programa informatico Prism 6, GraphPad
Software, Inc, San Diego, CA, USA.

¢ Intervalo de confianca de 95% para o valor de ICs, obtido.

¢ Coeficiente de correlagdo da curva ajustada.

445 Inibicdo do crescimento de Aspergillus niger 01UAs248 pela concentracéo

inibitéria minima (CIM) de nanoparticulas de prata em microplaca

A figura 4.43 indica a reducdo em percentual de germinacdo dos esporos de Aspergillus
flavus 08Masp201 em relacdo ao aumento das concentracdes de nanoparticulas de prata em
comparacdo aos controles onde ndo houve adi¢do de nanoparticulas de prata

No ensaio 24 horas foi constatado que todas as leituras estavam abaixo de zero, ou
seja, ndo houve crescimento do fungo e também n&o foi observada mudanca na coloracdo. No
ensaio 48 horas foram observados os efeitos das nanoparticulas de prata. Com base nas
leituras a concentracdo mais baixa que inibiu o crescimento total do fungo foi determinada
(CIM= 6,25 pg mL™). Os ensaios 48 e 72 horas apresentaram resultados idénticos, uma
diferenca observada entre eles, foi que o ensaio de 72 horas apresentou uma maior
absorvancia nos controles H,O, negativo e positivo. Esta maior absorbancia ¢ visualizada pela

coloragéo amarela onde teve o maior crescimento do fungo.
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Nos pogos de coloragdo azul (na presenca das nanoparticulas de prata nas
concentracdes 6,25, 12,5, 25 e 50 pg mL™) ndo ocorreu a germinacao dos esporos.

Verificou-se que o fungicida ndo inibiu significativamente o crescimento fungico, pois
a concentragdo utilizada deve ter sido baixa (1 pg mL™), sendo necesséaria uma concentragéo
mais elevada.

O valor de ICsy de nanoparticulas de prata para Aspergillus niger 01UAs248 é de 3,7
ng mL™, como pode ser consultado na Tabela 4.34.

Aspergillus niger 01UAs248

Crescimento (%)
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Log(x)

Figura 4.43 - Log(x) das concentracdes de nanoparticulas de prata sobre o crescimento de
Aspergillus niger 01UAs248. Sem nanoparticula de prata (Log(x) =0) o fungo cresceu 100%.
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Figura 4.44 - A concentraco inibitéria minima (CIM= 6,25 pg mL™) de nanoparticulas de
prata em Aspergillus niger 01UAs248. (1) meio de cultura sem indculo, (2) meio de cultura +
resazurina sem inéculo, (3) controle H,O, (4) controle negativo, (5) controle positivo, (6)
AgNO3, (7) AgNPs 1 ug mL™, (8) AgNPs 3 pg mL™, (9) AgNPs 6,25 ug mL™, (10) AgNPs
12,5 ug mL?, (11) AgNPs 25 ug mL e (12) AgNPs 50 pg mL™.

Tabela 4.34 - 1C5, de nanoparticulas de prata para a estirpe de Aspergillus niger 01UAs248

Calculo de ICxg

Log(x) Cﬁ?rﬂof-tf’s Absorbancia  %° 1Cso(ug)® ICe(ug)® R
- 1* 1,73 100 3,7 3,103-4,490 10,9988
0,30103 1 1,65 95,88
0,47712 3 1,53 84,70
0,79588 6,25 0 0
1,09691 12,5 0 0
1,39794 25 0 0
1,69897 50 0 0

“Fungicida anfotericina B 1 ug mL™.

#Porcentagem de inibicéo do crescimento flngico.

® |Cs = concentracéo de nanoparticulas de prata para a qual existe uma inibicdo de 50% determinada por
ajuste dos dados experimentais a equacdo de Hill utilizando o programa informatico Prism 6, GraphPad
Software, Inc, San Diego, CA, USA.

© Intervalo de confianca de 95% para o valor de ICs; obtido.

¢ Coeficiente de correlagdo da curva ajustada.
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5.  DISCUSSAO

O presente trabalho avaliou o efeito antifungico in vitro de nanoparticulas de prata, no
controle de fitopatdgenos e fungos de armazenamento da cultura da soja. Desse modo, 0S
resultados da primeira parte deste trabalho foram dedicados a sintese e caracterizacdo das
nanoparticulas de prata. Como ja foi citado no capitulo anterior, 0 método de sintese de
nanoparticulas de prata utilizado no trabalho foi 0 Método de Turkevich (Método Citrato). A
formagdo de nanoparticulas de prata foi devido a coloragdo amarela ambar observado na
solucdo ap0ds a etapa de adigdo do agente redutor, citrato de sodio. Essa mudanca para a
coloracdo amarela € o resultado da absor¢do do comprimento de onda em torno de 430 nm
(Figura 4.2), caracteristico de nanoparticulas de prata coloidal, chamada de banda plasmon de
absorcdo (GORUP et al., 2011). Posteriormente, o tamanho médio das nanoparticulas de prata
foi confirmado através da andlise de dados da dispersdo de luz dindmica (DLS) (Figura 4.4) e
das imagens de MEV-FEG (Figura 4.5). Através dessas tecnicas de caracterizacdo, foi
possivel verificar que as nanoparticulas formadas possuem alta homogeneidade de formato e
de tamanho médio. O tamanho médio das nanoparticulas de prata testadas neste trabalho é de
aproximadamente 52 nm.

A segunda parte do trabalho foi direcionada para avaliar o efeito antifungico das
diferentes concentracdes de nanoparticulas de prata na inibicdo do crescimento micelial dos
fungos: Aspergillus parasiticus, Aspergillus flavus, Aspergillus carbonarius, Aspergillus
niger e Phomopsis sp. Segundo Min et al. (2009), pouco é conhecido e estudado sobre o
efeito de nanoparticulas de prata em fungos fitopatogénicos e de armazenamento, pois muitos
estudos focaram em atividade antibacteriana e atividade antiviral contra patdgenos de
animais, evidenciando assim a importancia da realizacdo deste trabalho.

As nanoparticulas de prata foram adicionadas no meio de cultura, utilizando a técnica
de diluicdo em agar em placa de Petri. Observou-se, nestes ensaios, que as concentracdes 50,
180, 270 e 540 pg mL™ de nanoparticulas de prata foram as mais ativas, apresentando os
melhores resultados na inibicdo do crescimento fungico. Nos fungos Aspergillus parasiticus
MUM 92.02, Aspergillus flavus 08MAsp567, Aspergillus flavus 08Masp201, Aspergillus
carbonarius 01UAs293 e Aspergillus niger 01UAs248, estas concentragdes ndo permitiram o
crescimento e o desenvolvimento micelial da col6nia fingica, ou seja, ocorreu uma inibicao
de 100% e morte dos fungos avaliados. Nestas 5 estirpes de Aspergillus avaliadas uma total
inibicdo do crescimento foi observada a partir da concentragdo 50 ug mL™. Os resultados
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apresentados nesta tese foram superiores aos resultados do estudo realizado por Kim et al.
(2012). Estes autores estudaram a atividade antifingica de nanoparticulas de prata no controle
de 18 fungos fitopatogénicos, causadores de doencas em diversos tipos de cultura. Foram
utilizadas as concentracdes de 10, 25, 50 e 100 ug mL™ diluidas em meios de cultura e
também foi realizado o teste de crescimento micelial. Segundo este trabalho, a maior taxa de
inibicdo deve-se & concentracdo de 100 pg mL™ de nanoparticulas de prata contra as espécies
Alternaria solani, Cylindrocarpon destructans, Fusarium sp., Pythium aphanidermatum e
Pythium spinosum. Em nossos estudos foi constatada a inibicdo de 100% da germinacao dos
esporos e do crescimento fingico na concentracdo 50 pg mL™ de nanoparticulas de prata em
todas as estirpes de Aspergillus avaliadas.

No entanto, Aspergillus flavus 08Masp201 e Aspergillus carbonarius 01UAs293, ja
apresentavam inibicéo total do crescimento micelial e morte do fungo na concentracéo 5 g
mL™, evidenciando que estas duas estirpes de Aspergillus séo mais sensiveis a presenca de
nanoparticulas de prata quando adicionadas ao meio de cultivo.

Na concentracdo 5 pg mL™, a menor concentracdo testada neste trabalho, os fungos
Aspergillus parasiticus MUM 92.02 e Aspergillus niger 01UAs248, tiveram uma reducao do
crescimento micelial em torno de 17 e 21%, respectivamente (Tabela 4.19). Desse modo,
apesar da baixa concentracdo de nanoparticulas de prata, esta inibicdo micelial de 21% do
fungo Aspergillus niger 01UAs248 foi excelente. Este resultado foi superior ao do estudo
realizado por Pulit et al. (2013) que relataram uma reducédo significativa do crescimento
fangico de Aspergillus niger na concentracdo de 50 pg mL™. No entanto, vale ressaltar que
esta estirpe é conhecida por ser um dos agentes patogénicos mais resistentes entre fungos,
principalmente pela atividade de componentes quimicos (tais como acido ascérbico), que séo
produzidas por Aspergillus niger (PULIT et al., 2013). Sendo assim, os resultados obtidos
neste trabalho podem auxiliar no combate deste fungo de armazenamento, evitando a
deterioracdo de grdos armazenados e as perdas econdmicas.

Além disso, os resultados mostraram que as nanoparticulas de prata inibem a produgéo
de micotoxinas mesmo gquando ocorre o crescimento fungico, este resultado foi visualizado no
fungo Aspergillus flavus 08Masp567 que na concentracdo de 5 pug mL™ ndo inibiu
significativamente o crescimento fungico, porém a inibicdo das micotoxinas foi de 100%, ou
seja, ndo foram produzidas micotoxinas nesta concentracdo de nanoparticulas de prata. Este
resultado comprova a eficiéncia das AgNPs como agente inibidor dessas micotoxinas.

De acordo com estudos realizados por Kim et al. (2008) um dos principais

mecanismos de acdo das nanoparticulas € a sua interagdo com a membrana celular fangica,
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crescimento micelial causando desarranjos em suas fungdes principais, o que justifica sua alta
eficiéncia contra esses micro-organismos. Além disso, estudos indicam que um importante
mecanismo de acdo inibitoria dos ions prata é o ataque ao DNA. Quando em contato com
Ag’, 0 mesmo perde a capacidade de se replicar, impedindo assim a divisdo celular (FENG et
al, 2000).

Desse modo, tem sido relatado que o modo de acdo antifungica das nanoparticulas de
prata seja similar ao dos ions prata (DIBROV et al., 2002) e pode ser explicado da seguinte
maneira: (1) interagem com proteinas contendo grupos sulfuricos ou grupos tiol nas
membranas dos micro-organismos, causando desregulacdo de sua permeabilidade e, com isso,
a morte da célula microbiana, (2) causam desequilibrio da integridade de parede e membrana
celular, (3) reduzem os niveis de ATP (3) ligam-se ao DNA, levando a desnaturacdo desta
molécula e prevencdo da reproducdo celular, (4) interferéncia na duplicacdo do DNA e (5)
blogueiam a cadeia respiratéria dos micro-organismos pela interacdo com enzimas como a
citocromo oxidase e succinase desidrogenase (LOK et al., 2006; LOK et al., 2007; ZHENG et
al., 2008; DAMM; MUNSTEDT; ROSCH, 2008; KIM et al., 2009; RAI; YADAV; GADE,
2009; COSTA et al., 2010).

Além disso, segundo Min et al. (2009) foi observado que as nanoparticulas de prata
foram eficientes na inibicdo da germinacdo de esclerddios. O estudo realizado por Morones et
al. (2005) relata que as nanoparticulas de prata podem interromper os sistemas de transporte
na célula, incluindo o efluxo de ions. Esta disfuncdo no efluxo de ions pode causar rapida
acumulacdo dos ions de prata, que interrompem 0s processos celulares mesmo em baixas
concentragdes, tais como o0 metabolismo e a respiracdo (SAMUEL; GUGGENBICHLER,
2004).

As nanoparticulas de prata nas concentragdes, 50 e 180 pug mL™ também foram
capazes de reduzir significativamente o crescimento micelial do fungo Phomopsis sp.
MES1154. A taxa de redugdo do crescimento micelial das duas concentragGes citadas acima
foi de 21 e 64%, respectivamente. A inibicdo de 100% do crescimento micelial para esta
estirpe foi observada nas concentracdes 270 e 540 ug mL™. Estes dados sugerem que ocorre
um efeito concentracdo-dependentes, ou seja, com 0 aumento da concentracdo de
nanoparticulas de prata, a inibicdo foi pronunciada e o crescimento micelial sera mais
reduzido (Tabela 4.19).

Sendo assim, devido as suas propriedades antifingicas, as nanoparticulas de prata
possuem a capacidade de ancorar e se fixar na superficie da célula. Essa interagdo com a

superficie da membrana celular interfere de forma negativa em suas funcbes de
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permeabilidade. Essas mudancas estruturais ocasionam danos perturbadores nas fungdes
celulares vitais, causando buracos e lacunas, deprimindo a atividade de enzimas da cadeia
respiratoria, e, finalmente, levando a morte celular (RAI; YADAV; GADE, 2009;
MORONES et al., 2005; SHARMA, YNGARD e LIN, 2009). Pode-se afirmar que a ligacéo
destas particulas na célula depende da area superficial disponivel para a interacdo. Particulas
menores possuem uma &rea muito maior de superficie disponivel para interagir com o micro-
organismo, sendo, por isso, mais eficazes no combate a este, se comparadas as particulas
maiores (MORONES et al., 2005, MONTEIRO et al., 2012a).

Esse ataque das nanoparticulas de prata a superficie da membrana celular e a
interferéncia na sua permeabilidade citados acima foram comprovados em estudos de
microscopia eletronica de transmissdo realizados por Kim et al. (2009). Estes autores
constataram que o fungo Candida albicans, quando exposto a nanoparticulas de prata,
induzem a formacao de “lesdes” na superficie da membrana celular que evoluiram para poros
e ocasionando maiores fissuras na membrana celular flngica. Este dano grave observado na
estrutura da membrana é o que provoca a morte celular. Nestes estudos também foi observado
a presenca de nanoparticulas de prata espalhadas pelo interior do citoplasma e em diferentes
regides da parede celular. Além disso, a permeabilidade da membrana celular fungica também
foi alterada pelas nanoparticulas de prata através de perturbacGes nas bicamadas lipidicas,
fazendo com que ocorra a fuga de ions e outros materiais (KIM et al., 2009).

Desse modo, todos esses danos citados acima na estrutura e no metabolismo dos
fungos sdo os fatores que comprovam o efeito antifingico da nanoparticulas de prata que
foram avaliadas neste trabalho.

No tratamento AgNO; (Tabela 4.19) também foi verificada a inibicdo de 100% do
crescimento fungico em todas as estirpes avaliadas neste trabalho, porém numa concentracédo
muito maior (5x10° mol L™) comparada as das nanoparticulas de prata. A inibicdo do
crescimento fangico através de AgNO;3 s6 foi possivel por ser uma elevada concentracdo.
Contudo, o uso elevadas concentra¢fes ndo foi necessario nas nanoparticulas de prata, pois as
nanoparticulas possuem uma melhor interacdo com o0s micro-organismos devido a sua elevada
area superficial. Desta forma, estas nanoparticulas atacam a superficie celular e também
penetram no interior desses organismos (WONG; LIU, 2010), sendo necessarias doses muito
menores para eliminar esses fungos.

Os resultados dos ensaios com o fungicida anfotericina B, mostraram que ndo houve
reducdo significativamente do crescimento dos fungos avaliados, em comparagdo com 0s

resultados dos ensaios das nanoparticulas de prata. Dentre todas as estirpes testadas com o
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fungicida, apenas Aspergillus parasiticus MUM 92.02 e Aspergillus niger 01UAs248,
apresentaram uma pequena taxa de inibicdo quando tratadas com anfotericina B, 24 e 7%,
respectivamente. Nos ensaios de inibicdo da producdo de micotoxinas e CIM este fungicida
ndo apresentou resultados significativos. Nos estudos de Ismaiel e Tharwat (2014) também
mostraram que anfotericina B ndo possui efeito antifingico Aspergillus flavus e Penicillium
vulpinum, ndo reduzindo significativamente a taxa de crescimento das estirpes avaliadas no
trabalho.

Além disso, os resultados mostraram que 0 uso deste fungicida induziu producao da
fumonisina B2 (FB2) no fungo Aspergillus niger 01UAs248, ocasionando assim uma
producdo muito elevada de FB2. Essa maior producdo de micotoxinas induzida pelo uso de
fungicidas ja foi descrita pelos autores D"Mello et al. (1998) e Simpson et al. (2001). Segundo
estes autores, alguns fungicidas podem contribuir direta ou indiretamente para o aumento da
presenca de certas micotoxinas, pois perturbam o metabolismo normal das estirpes levando-as
a produzirem maiores quantidades destes compostos. Por exemplo, verificou-se que a
utilizacdo de azoxistrobina provocou um aumento da producdo de desoxinivalenol em ensaios
artificialmente inoculados com Fusarium sp. e Microdochium nivale (SIMPSON et al., 2001);
que o miconazole e fenpropimorfe levaram o A. parasiticus a produzir quantidades mais
elevadas de aflatoxina em ensaios in vitro (D"MELLO et al., 1998) e que o fenehexamida,
mancozebe e uma mistura de sais de cobre aumentaram a produgdo de OTA em Aspergillus
carbonarius (BELLI et al., 2006). Desse modo, a aplicagdo de determinados fungicidas deve
ser avaliada para evitarem a superproducdo de compostos micotoxicogénicos, como foi
observada neste trabalho.

Relativamente ao efeito sobre a produgéo de micotoxinas, verificou-se que as maiores
reducdes foram observadas com as estirpes Aspergillus flavus 08MAsp567, Aspergillus flavus
08Masp201, Aspergillus carbonarius 01UAs293 quando foram testadas na presenca de 5 ug
mL™ de nanoparticulas de prata. Em 5 pg mL™* AgNps estas estirpes ndo produziram
micotoxinas nos ensaios realizados em meio sélido, respectivamente 100% de inibicdo
comparadas aos controles. Al-Othman et al. (2014) relataram a inibicdo de aproximadamente
61,8% na concentracdo de 50 pg mL™ de nanoparticulas de prata e a inibicdo total (100%) s6
foi observada em 150 ug mL™ de nanoparticulas de prata.

A inibicdo de micotoxinas com nanoparticulas de prata € um tema inovador na
comunidade cientifica, desse modo, existem poucos artigos relacionados a este assunto. Sendo
assim, estes resultados apresentados podem auxiliar nas pesquisas para combaterem essas

micotoxinas que sdo prejudiciais para a saude.
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Nesta tese também foi determinada a concentracdo inibitéria minima (CIM) de
nanoparticulas de prata necessaria para inibir, na totalidade, a germinacdo dos esporos das
diferentes estirpes testadas. Realizaram-se, para tal, ensaios numa microplaca de 96 pocos. Os
resultados demonstram que a CIM de nanoparticulas de prata foi de 6,25 pg mL?,
concentracdo esta que foi suficiente para inibir a germinacdo dos esporos e 0 crescimento
fangico de todas as estirpes testadas (Aspergillus parasiticus MUM 92.02, Aspergillus flavus
08MAsp567, Aspergillus flavus 08Masp201, Aspergillus carbonarius 01UAs293 e
Aspergillus niger 01UAs248). Kim et al. (2008) demonstraram o efeito antifingico de AgNPs
nessas baixas concentragdes, CIM=7 pg mL™ de nanoparticulas de prata inibiu 80% do
crescimento fungico de Candida albicans , Candida glabrata, Candida parapsilosis e
Trichophyton mentagrophytes foi similar & da anfotericina B (5 pg mL™) e uma concentracio
inferior & do fluconazol (10-30 pg mL™).

Além disso, os nossos resultados foram superiores ao do estudo realizado por Wady et
al., (2014) que constataram uma concentragdo inibitoria minina de 15,63 pug mL™ no controle
do crescimento de Candida glabrata. Esta CIM de 15.63 pug mL™ foi uma concentragdo
superior (mais concentrada) quando comparada com a CIM de 6,25 pg mL™ verificada nesta
tese.

Desse modo, os resultados desta tese contribuem para o desenvolvimento de novos
compostos com ac¢do antifungica € uma necessidade constante devido, por exemplo, ao
aparecimento de fungos resistentes a certos fungicidas ou, ainda, devido a necessidade de

produtos mais sustentaveis e com menor impacto ambiental.
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6. CONCLUSOES

A formacdo das nanoparticulas de prata (AgNPs) foi evidenciada pelas medidas de
UV-visiveis através da formagdo de bandas plasménicas caracteristicas de particulas de
tamanho nanométrico. O espectro de absor¢cdo UV-Vis do coloide mostrou uma banda
plasmon caracteristica de nanoparticulas de prata, em aproximadamente 430 nm .O presente
estudo indicou que as AgNPs estabilizadas com amoénia evitaram a agregacdo das
nanoparticulas e a formacéo de grandes precipitados O principal objetivo desta tese foi avaliar
a atividade antifungica in vitro de nanoparticulas de prata (AgNPs) no controle de fungos dos
géneros Aspergillus e Phomopsis da cultura da soja subsequente.

Os resultados desta tese demonstram de forma clara e objetiva que as nanoparticulas
de prata séo capazes de inibir significativamente o crescimento e o desenvolvimento do fungo
fitopatogénico Phomopsis sp. Através da realizacdo do teste de crescimento micelial a eficécia
da atividade antifungica foi detectada nas concentraces 50 e 180 pug mL™.

Na avaliacdo da atividade antifingica para controle in vitro de fungos micotoxicogénicos
do género Aspergillus as nanoparticulas de prata (5pug mL™) apresentaram maior atividade contra
as estirpes de Aspergillus flavus 08Masp201 e Aspergillus carbonarius 01UAs293, ndo sendo
visualizado o crescimento fangico nestes ensaios.

Na avaliacdo da atividade inibitoria in vitro das micotoxinas produzidas por fungos do
género Aspergillus, as nanoparticulas de prata na concentracdo 50 pg mL™ inibiram em 100% a
producdo de micotoxinas em todas as estirpes avaliadas.

Em conclusdo, os resultados apresentados nesta tese contribuiram para o
desenvolvimento de novas estratégias para prevenir e remediar a presenca de micotoxinas
(aflatoxinas, fumonisina e ocratoxina) em grdos e sementes de soja. Nossos resultados
sugerem a possibilidade de utilizacdo de nanoparticulas de prata no controle de fungos
micotoxicogénicos e fitopatogénicos, como uma alternativa para colaborar na reducéo do uso
de agroquimicos com elevada toxicidade. Além disso, a utilizacdo de nanoparticulas de prata
como agente antifungico pode ser uma alternativa sustentavel para reduzir o desenvolvimento

da resisténcia fungica.
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APENDICE

Figura A.1 - SolucBes de nitrato de prata, citrato de s6dio e amonia, respectivamente,
utilizadas na sintese das nanoparticulas de prata.
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Figura A.2 - Sintese das nanoparticulas de prata sob agitacdo magnética e aquecimento a
90°C por cerca de 4 minutos.
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Figura A.15 - Cromatograma da producdo de aflatoxinas (AFG2, AFB2, AFG1 e AFB1) por
Aspergillus parasiticus MUM 92.02 quando crescido em PDA no tratamento controle positivo

(fungicida anfotericina B 1 pg mL™).
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Figura A.16 - Cromatograma da producdo de aflatoxinas (AFG2, AFB2, AFG1 e AFB1) por
Aspergillus parasiticus MUM 92.02 quando crescido em PDA na concentracdo 5 pug mL™ de
nanoparticulas de prata.
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Figura A . 17 - Cromatograma da producédo de aflatoxinas (AFG1 e AFB1) por Aspergillus
flavus 08MAsp567 quando crescido em PDA no tratamento controle H,0.
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Figura A.18 - Cromatograma da producdo de aflatoxinas (AFG1 e AFB1) por Aspergillus
flavus 08MAsp567 quando crescido em PDA no tratamento controle negativo (NazCgHs07 0,3

mol L™ + NH5 1,4 mol L.
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Figura A.19 - Cromatograma da producdo de aflatoxinas (AFG1 e AFB1) por Aspergillus
flavus 08MAsp567 quando crescido em PDA no tratamento controle positivo (fungicida

anfotericina B 1 pg mL™).
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Figura A.20 - Cromatograma da producdo de aflatoxinas (AFB2 e AFB1) por Aspergillus
flavus 08Masp201 quando crescido em PDA no tratamento controle H,O.
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Figura A.21 - Cromatograma da producdo de aflatoxinas (AFB2 e AFB1) por Aspergillus
flavus 08Masp201 quando crescido em PDA no tratamento controle negativo (NazCsHs07 0,3
mol L + NH3 1,4 mol L.
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Figura A.22 - Cromatograma da producdo de aflatoxinas (AFB2 e AFB1) por Aspergillus

flavus 08Masp201 quando crescido em PDA no tratamento controle positivo (fungicida

anfotericina B 1 pg mL™).
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Figura A.23 - Cromatograma da producdo de ocratoxina A (OTA) por Aspergillus

carbonarius 01UAs293 quando crescido em MEA no tratamento controle H,0.
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Figura A.24 - Cromatograma da producdo de ocratoxina A (OTA) por Aspergillus
carbonarius 01UAs293 quando crescido em MEA no tratamento controle negativo
(NazCsHs07 0,3 mol L™ + NH5 1,4 mol L™).
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Figura A.25 - Cromatograma da producdo de ocratoxina A (OTA) por Aspergillus

carbonarius 01UAs293 quando crescido em MEA no tratamento controle positivo (fungicida

anfotericina B 1 pg mL™).
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Figura A.26 - Cromatograma da producdo de fumonisina B2 (FB2) produzida por Aspergillus
niger 01UAs248 quando crescido em PDA no tratamento controle H,0.
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Figura A.27 - Cromatograma da producao de fumonisina B2 (FB2) produzida por Aspergillus
niger 01UAs248 quando crescido em PDA no tratamento controle negativo (NazsCsHsO7 0,3
mol L + NH5 1,4 mol L.
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Figura A.28 - Cromatograma da producao de fumonisina B2 (FB2) produzida por Aspergillus
niger 01UAs248 quando crescido em PDA no tratamento controle positivo (fungicida
anfotericina B 1 pg mL™).
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Figura A.29 - Cromatograma da producdo de fumonisina B2 (FB2) produzida por Aspergillus
niger 01UAs248 quando crescido em PDA na concentragdo 5 pg mL™ de nanoparticulas de
prata.



