X1l SEMINARIO DE INICIACAO CIENTIFICA PIBIC/BIC JUNIOR —2018

Biossintese e caracterizagdo de nanoparticulas deafa (AgNPs) porBacillus
licheniformis'

Mikaely Sousa Maring, Christiane Abreu de Oliveira Paiva, Ivanildo Evédio Marriel 3,
Marcos de Oliveira Pintd", Ricardo Augusto Moreira de Souza Corréa

! Trabalho financiado pelo CNPq

2 Estudante do Curso de Biotecnologia da Faculdaélec2s da Vida, Bolsista PIBIC do Convénio

CNPq

® Pesquisador da Embrapa Milho e Sorgo

* Analista da Embrapa Milho e Sorgo

®*Docente na Faculdade Ciéncias da Vida, Mestre efmiCa pela Universidade Federal dos Vales do
Jequitinhonha e Mucuri

1. Introducao

A nanotecnologia € uma ciéncia interdisciplinar ¢e® se expandido pela ampla
gama de propriedades disponiveis na escala nancandédr avanco da tecnologia ampliou o
interesse industrial pelo desenvolvimento de algeds bioldgicas que viabilizem sinteses
rentaveis e ndo toxicas ao ambiente, como a simteseanoparticulas (NPs). Dentre as
diversas metodologias de biossintese propostasilizagio de microrganismos apresenta
privilégios como: facilidade em manipular as estfrgeneticamente a fim de favorecer o
processo, ndo exigéncia de grande grau de purezulikirato, facil aplicacdo em larga
escala, ndo geracdo de substancias toxicas ao ramlgienenor custo de manutencdo dos
catalisadores (Kalimuthu et al., 2010; Edmundsoralgt 2014; Hulkoti; Taranath, 2014;
Thomas et al., 2015).

A biossintese através de microrganismos pode acdeeforma intracelular ou
extracelular. No método intracelular hd uma int@oagletrostatica entre a carga positiva dos
ions em solucdo e a carga negativa da membrangarcela microrganismo, gerando
transporte dos ions para o interior da célula gée se agrupar formando NPs. A grande
desvantagem da metodologia € devida a necessidadgathmentos adicionais como
ultrassom ou rea¢Bes com detergentes especificadilparar as NPs sintetizadas (Srivastava
et al., 2013; Das et al., 2014; Hulkoti; Taran2®l14; Thomas et al., 2015).

O processo extracelular utiliza células, sobren@dade culturas ou extrato celular
aquoso para a biossintese. A principal vantagemméimdo é a facilidade em recuperar o
produto em solucdo que, geralmente, é feito potribeyacdo em alta velocidade (10.000 a
20.000 rpm) da solucdo contendo as NPs. A prinqipt de sintese ocorre através de

biomoléculas secretadas pelas células no meio.slidhg et al. (2015) demonstraram
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biossintese extracelular de AgNPs por diferentpasdeBacillus com dimensdes de 77 a 92
nandmetros (nm).

Sistemas de foto inducéo estdo sendo empregada®oesso de biossintese de NPs
para favorecer a oxidacdo ou reducdo catalitica.p@rticular a radiacdo solar destaca-se
entre as demais por ser um método ndo téxico,veintenovavel, rapido e que possibilita
controlar o tamanho das NPs (Pratkhal., 2014; Mathew et al., 2017).

Este trabalho teve como objetivo avaliar o potdrigi@ecnologico do sobrenadante
da cepa d8acillus licheniformis 29/C3 em biossintetizar nanoparticulas de praga domo
analisar a atribuicdo da luz solar durante a reagé&t@mover biocontrolm vitro do patégeno
Pantoea ananatis.

2. Material e Métodos
2.1.Reativacao da estirpe

Selecionou-se a estirpe d& licheniformis 29/C3 proveniente da Colecao de
Microrganismos Multifuncionais e Fitopatogénicosktabrapa Milho e Sorgo (CMMF) pré-
classificada como termoresistentes. Esta foi raddvem meio Trypticase Soy Agar (TSA)
pelo método de estrias multiplas para obtencambimias isoladas. O crescimento ocorreu a
45 °C por 48 horas.

2.2.Biossintese de AgNPs
Um repique da coldnia pura foi inoculado em 300aeLmeio Nutriente Broth (NB)
e incubado a 37 °C com agitacdo constante de 1hOpgr 24 horas. Apds o periodo de
incubacédo, a amostra foi centrifugada a 8.000 rpn 30 minutos utilizando-se uma
centrifuga Hettich Zentrifugen — Universal 320 palbéencdo do sobrenadante da cultura.
Solucdo aquosa contendo 5% de sobrenadante deacatuwitrato de prata na
concentracédo de 1,0 mM foi preparada. A solucaanmibada por 105 min a 37 °C, com
agitacdo de 110 rpm sob presenca de luz solaradigetiucdo com 5% de sobrenadante de
cultura sem nitrato de prata foi mantida nas mestoaslicbes e utilizada como controle.
Aliquotas das solucbes foram retiradas a cada Itutos e analisadas por varredura

espectrofotométrica na faixa de 300 a 700 nm.

2.3. Caracterizacao por espectrofotometria
A caracterizacdo das AgNPs foi conduzida em eggfetbmetro UV-Vis (The
FLUOstar® Omega — BMG labtech) utilizando-se plad@d®STAR 3799 (Corning
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Incorporated — USA), 96 pocos de 0,64 cm de camdgiizo e 300 pL de capacidade total.
Espectros foram obtidos a cada 15 minutos de reagéideituras foram realizadas em
triplicata (n=3).

2.4. Atividade antimicrobiana

Uma cepa dé. ananatis (2008) da Colecédo de Microrganismos Multifuncienai
Fitopatogénicos da Embrapa Milho e Sorgo (CMMF) &mlecionada para teste de
antagonismo em placa pelo método de Kirby-BaueuéB&t al., 1966). Uma aliquota de
suspenséo bacteriana foi inoculada em placa de deetiendo meio Batata Dextrose Agar
(BDA) e espalhada por toda a superficie do melzatido al¢ca de Drigalski. Discos de papel
(6 mm) embebidos na solucdo concentrada de AgNBmfaderidos ao meio de cultura. As

placas foram incubadas a 37 °C por 48 horas

3. Resultados e Discussao
3.1. Espectrofotometria da biossintese de AgNPs

Para determinar a progressdo da sintese de AgNigaptas da reacdo foram
analisadas por espectroscopia UV-vis com interdald5 minutos até atingir a estabilidade
da reacéo, que ocorreu entre 1 hora e 1 hora erilias (Figura 1).
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FIGURA 1 - Espectros da progressao da biossinteskgilPs a partir de sobrenadante de
cultura exposto a luz solar direta.
Christopher et al. (2011) enfatizam que nanoeststde prata podem utilizar luz de

intensidade solar para favorecer a oxidacdo dataliEm um delineamento experimental



Xl SEMINARIO DE INICIACAO CIENTIFICA PIBIC/BIC JUNIOR —2018

proposto por Srikar et al. (2016), uma comparacéiee éuz ambiente, luz solar e auséncia de
luz foi feita para determinar a influéncia da luz processo. Como resultado, demonstraram
gue a catalise pela luz solar com incidéncia diaet@mentou a velocidade da reacédo 60 vezes
guando comparada a luz ambiente e que nao houveaeda prata na auséncia de luz.
3.2. Atividade antimicrobiana

ApOs 48 horas de incubacgéo foi possivel identifecatividade antimicrobiana das
AgNPs contraP. ananatis através do halo de inibicdo médio de 2,45 cm (ne@)o
demonstrado na Figura 2.FA ananatis € uma bactéria gram-negativa, anaerébica faotdtati
considerada um dos principais fitopatbgenos do anillesponsével por causar a doenca
conhecida como mancha-branca-do-milho (MBM). Ateadé alta incidéncia do patégeno, a
doenca promove perda na produtividade que gerasdammificativos para agricultura
(Mamede, 2018). Mamede (2018) iniliwvitro o crescimento dB. ananatis (halo inibitorio

= 1,10 cm) utilizando nanoparticulas de ZnO dopadas prata.

FIGURA 2 - Biocontrole dePantoea ananatis em placa com disco de papel embebido na
solucdo de AgNPs. (A) Halo de inibicdo Beananatis por disco de papel contendo as
nanoparticulas. (B) Disco de papel embebido emcéaolude nitrato de prata a 1mM

(Controle).

4. Concluséo

O sobrenadante da cultura Belicheniformis demonstrou-se eficiente no processo
de biossintese de AgNPs. A confirmacdo da sinteseAgNPs decorreu através de
espectroscopia UV-vis obtendo absor¢do maxima danlu comprimento de onda de
aproximadamente 420 nm. O nanomaterial obtido detrmun eficiénciain vitro no
biocontrole do patdogeno do milhB. ananatis. Ademais, sugere-se que analises de
caracterizacdo do nanomaterial sejam feitas a fien identificar especificidades e

aplicabilidades do produto.
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