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RESUMO

A nanociéncia estuda fendbmenos que ocorrem em escala nanométrica. A nanotecnologia por
sua vez ¢ a aplicacdo da nanociéncia na obtencgdo e estudo de materiais nanométricos. Dentre
estes nanomateriais, estdo as nanoparticulas de prata que possuem as mais diversas aplicagdes,
sendo a atividade antimicrobiana a mais comumente difundida em tempos onde a resisténcia
antimicrobiana é considerada um problema grave. Estas nanoparticulas podem ser obtidas a
partir de sintese quimica, fisica e bioldgica, sendo esta ultima mais vantajosa se compararmos
com as demais pois é considerada ecologicamente correta por ser menos poluente e de baixo
custo. Este estudo teve como objetivo avaliar o potencial de quatro linhagens de Trichoderma
em biossintetizar nanoparticulas de prata. Foram avaliadas as linhagens Trichoderma
brevicompactum P16D2, T. harzianum P4A, T. inhamatum P21C e T. tomentosum P14C2. O
fungo T. harzianum P4A foi o mais eficiente, sendo detectada a mudanca de coloracdo do
filtrado micelial a partir de 24h. A mudanca de coloracdo dos demais ocorreu a partir de 72h de
biossintese. A caracterizagdo parcial foi realizada, e foram detectadas bandas de ressonancia de
plasmon de superficie com picos de 405 e 425 nm. A analise de DLS foi realizada apenas com
a solucéo coloidal de T. harzianum P4A e T. inhamatum P21C, onde o tamanho hidrodindmico
foi de 72,22 e 73,82 nm; potencial zeta de -29,3 e -8,03 mV e indice de polidispersividade de
0,256 e 0,357, respectivamente. Foi realizado teste antibacteriano com a solucéo coloidal de
nanoparticulas dos quatro fungos contra quinze cepas de Aeromonas spp. obtidas lesdes de pele
e rim de tambaqui, e cepas de referéncia ATCC, sendo estas Aeromonas hydrophila,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus.
As maiores zonas de inibicdo foram de 10,19 e 14,43 mm para T. brevicompactum P16D2,
10,30 e 11,54 mm para T. harzianum P4A, 11,03 e 13,20 mm para T. inhamatum P21C, 10,32
e 13,76 mm para T. tomentosum P14C2. O filtrado micelial de T. harzianum P4A e T.
tomentosum P14C2 apresentaram zonas de inibi¢do, onde os maiores valores variaram de 14,79
a 16,07 mm e 8,80 a 9,55 mm, respectivamente. Foi observada reducdo significativa da
atividade antibacteriana apds longo tempo de preservacdo das nanoparticulas, sugerindo que
sejam necessarias otimizacdes dos parametros de biossintese para evitar a perda de atividade

antibacteriana e torna-la mais eficiente.

Palavras-chave: Nanotecnologia. Miconanotecnologia. Micossintese. Sintese verde.



ABSTRACT

Nanoscience studies phenomena that occur on a nanoscale. Nanotechnology in turn is the
application of nanoscience in obtaining and studying nanometric materials. Among these
nanomaterials, there are silver nanoparticles that have the most diverse applications, with
antimicrobial activity being the most widespread in times when antimicrobial resistance is
considered a serious problem. These nanoparticles can be obtained from chemical, physical and
biological synthesis, the latter being more advantageous if compared to the others because it is
considered ecologically correct because it is less polluting and low cost. This study aimed to
evaluate the potential of four Trichoderma strains to biosynthesize silver nanoparticles. The
strains Trichoderma brevicompactum P16D2, T. harzianum P4A, T. inhamatum P21C and T.
tomentosum P14C2 were evaluated. The fungus T. harzianum P4A was the most efficient, being
detected the color change of the mycelial filtrate after 24 hours. The color change of the others
occurred after 72 hours of biosynthesis. Partial characterization was performed, and surface
plasmon resonance bands with peaks of 405 and 425 nm were detected. DLS analysis was
performed only with the colloidal solution of T. harzianum P4A and T. inhamatum P21C, where
the hydrodynamic size was 72.22 and 73.82 nm; zeta potential of -29.3 and -8.03 mV and
polydispersity index of 0.256 and 0.357, respectively. An antibacterial test was carried out with
the colloidal solution of nanoparticles of the four fungi against fifteen strains of Aeromonas
spp. obtained from skin lesions and kidney of tambaqui, and strains of ATCC reference, these
being Aeromonas hydrophila, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa and Staphylococcus aureus. The largest zones of inhibition were 10.19 and 14.43
mm for T. brevicompactum P16D2, 10.30 and 11.54 mm for T. harzianum P4A, 11.03 and
13.20 mm for T. inhamatum P21C, 10, 32 and 13.76 mm for T. tomentosum P14C2. The
myecelial filtrate of T. harzianum P4A and T. tomentosum P14C2 showed zones of inhibition,
where the highest values ranged from 14.79 to 16.07 mm and 8.80 to 9.55 mm, respectively. A
significant reduction in antibacterial activity was observed after a long time of preservation of
the nanoparticles, suggesting that optimizations of the biosynthesis parameters are necessary to

avoid the loss of antibacterial activity and make it more efficient.

Keywords: Nanotechnology. Myconanotechnology. Mycosynthesis. Green synthesis.
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1. INTRODUCAO

A nanotecnologia nos dias atuais tem atraido a atengdo de diversos pesquisadores,
principalmente pela grande aplicabilidade que ela possui. E definida como a aplicacdo pratica
da nanociéncia, onde sdo desenvolvidos nanomateriais em escala nanométrica com variadas
aplicaces (ELWAKIEL et al., 2020; SHAFIQ et al., 2020).

As nanoparticulas metalicas merecem certo destaque, pois a sintese € relativamente
facil e possuem variada atividade biol6gica. A sintese destas nanoparticulas é bastante variavel,
e as técnicas utilizadas séo classificadas como top down ou bottom up, fragmentando metais até
atingirem a escala nanométrica ou a partir da forma atbmica ou molecular, respectivamente
(JAMKHANDE et al., 2019). Dentre as nanoparticulas metélicas estudadas atualmente,
destacam-se as nanoparticulas de prata que possuem variada atividade antimicrobiana contra
vasta quantidade de microrganismos patogénicos, principalmente aqueles considerados
multirresistentes a antibioticos (ZHENG et al., 2018; QAIS et al., 2019).

As técnicas utilizadas para a sintese de nanoparticulas podem ser de origem quimica,
fisica ou biologica, sendo esta ltima ecologicamente correta e de facil estabilizacdo. A sintese
bioldgica tem atraido a atencdo nos ultimos anos, pois podem ser utilizados diferentes
organismos na obtencdo destas nanoparticulas (PANTIDOS E HORSFALL, 2014; SINGH,
2019; GANESAN et al., 2020). Os fungos sdo considerados microrganismos excelentes para
emprego em nanotecnologia, 0 que contribuiu com o surgimento da miconanotecnologia, area
que utiliza estes individuos em processos nanotecnoldgicos (KASHYAP et al., 2012;
HANAFY, 2018). Os fungos do género Trichoderma sao bastante promissores nessa area, visto
que ja sdo reconhecidos por possuirem enorme potencial biotecnoldgico, principalmente pela
producdo de diversas biomoléculas, além de ja serem utilizados na agricultura (DAS et al.,
2019; IKRAM et al., 2019; DELABONA et al., 2020; JI et al., 2020; REHMAN et al., 2020).

A resisténcia antimicrobiana é considerada um problema global, pois o uso inadequado
e desenfreado de antibioticos tem favorecido a dispersao horizontal de genes de resisténcia entre
bactérias, pois bactérias podem atuar como reservatérios destes genes (SEKIZUKA et al.,
2019). Na piscicultura ndo é diferente, pois muitos estudos isolam e detectam genes de
resisténcia em bactérias isoladas de peixes e viveiros, o que pode contribuir com a infeccéo
cruzada em humanos. Bactérias do género Aeromonas sao onipresentes na piscicultura.

Possuem ampla distribuicdo ambiental e sdo consideradas patdgenos oportunistas, tanto em
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peixes quanto em humanos, podendo ser isoladas de amostras clinicas e de produtos de origem
animal contaminados (CHANDRARATHNA et al., 2018; WU et al., 2019; TANG et al., 2020).

A aplicagdo da nanotecnologia na piscicultura é extremamente interessante pois pode
contribuir com alternativas ao uso da antibioticoterapia em infeccdes bacterianas, além de atuar
no desenvolvimento de nanotecnologias tecnologias aplicadas a essa area (VINAY et al., 2017).

Este estudo teve como objetivo avaliar o potencial de biossintese de nanoparticulas de
prata por quatro espécies de Trichoderma do bioma amazonico, além de determinar a atividade

antibacteriana contra cepas de Aeromonas provenientes de piscicultura.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a atividade antibacteriana de nanoparticulas de prata biogénicas de

Trichoderma spp. sobre Aeromonas spp. provenientes de piscicultura.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar a viabilidade bioldgica de linhagens de Trichoderma spp.;

Biossintetizar e caracterizar parcialmente as nanoparticulas de prata obtidas a partir do
filtrado micelial de Trichoderma spp.;

Avaliar a atividade antibacteriana das nanoparticulas de prata obtidas sobre
Aeromonas spp.;

Determinar a concentragdo inibitoria minima e a concentracdo bactericida minima das

nanoparticulas de prata obtidas.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Aspectos gerais sobre nanotecnologia e nanobiotecnologia

O conceito de nanotecnologia foi primeiramente proposto por Richard Feynman, em
29 de dezembro de 1959, no Instituto de Tecnologia da Califérnia. O termo “nano” deriva do
grego e significa ando, definindo a nanotecnologia como o estudo em escala nanométrica, na
faixa de 1 a 100 nan6metros, onde 1 nm equivale a 10° metros (KESAVAN E
VENKATRAMAN, 2014).

A nanotecnologia é a aplicacdo pratica da nanociéncia e objetiva manipular a matéria
em nivel atdmico ou molecular, com o objetivo de criar ou melhorar materiais, aos quais
melhora as ja existentes ou confere novas propriedades (SINGH, JAIRATH E AHLAWAT,
2015; ELWAKIEL et al., 2020; RADAIC et al., 2020). E considerada uma area
multidisciplinar, pois engloba a fisica, a quimica, a biologia e suas mais diversas derivagoes.
Essa multidisciplinaridade possibilita o desenvolvimento de diversos nanomateriais, sejam eles
nanorob@s, nanotubos, nanoemulsdes, nanoparticulas e etc (CARVALHO et al.,, 2019;
CITARTAN et al., 2019; MAZARE et al., 2019; Yl et al., 2019).

A nanobiotecnologia, também chamada de nanobiologia ou bionanotecnologia, surgiu
da associacao interdisciplinar entre a nanociéncia e a biologia, com o objetivo primordial de ser
a principal ferramenta empregada na fabricacdo de novos produtos e materiais utilizando
técnicas menos poluentes. Estes nanomateriais possuem as mais diversas aplicagdes, como por
exemplo no transporte de farmacos, biossensores, remocao de poluentes, nanofertilizantes,
biorremediacdo, liberacdo de medicamentos por tempo, terapia de genes, nanomedicina,
tratamento de agua, agentes antibioticos dentre outras (BRATOVCIC, 2019; GARINO et al.,
2019; ALI et al., 2020; GEE et al., 2020; GONZALEZ-JARTIN et al., 2020; KHAN et al.,
2020; OSHIN et al., 2020; USMAN et al., 2020; VAZQUEZ-NUNEZ et al., 2020).

Dentre nanomateriais obtidos desta forma, estdo as nanoparticulas metalicas,
compostos nanoestruturados que podem variar em tamanho, forma e aplicacdo (KUMAR et al.,
2018; DONG et al., 2019; KHAN et al., 2019; L1 et al., 2020). Uma area bastante promissora
de aplicacdo de nanoparticulas metalicas € na area da microbiologia. Um exemplo disso é a
atividade antimicrobiana de nanoparticulas de prata (AgNPs), algo extremamente atrativo se
levarmos em consideracdo o grande numero de bactérias multirresistentes a antibioticos, que

neste caso podem ser bastante eficazes podendo aumentar a susceptibilidade destas bactérias a
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antibioticos ja existentes (PANACEK et al., 2016; BARROS et al., 2018; VAZQUEZ-MUNOZ
et al.,, 2019; QAIS et al., 2019; IPE et al., 2020).

3.2. Nanoparticulas de prata

A prata foi bastante utilizada nos tempos passados como medida terapéutica no
tratamento e prevencdo de doencas, caindo em desuso com o passar do tempo devido a
capacidade de bioacumulagéo no organismo (POLITANO et al., 2013; MEDICI et al., 2019).
Apesar disso, as AgNPs merecem certo destaque pois possuem 0s mesmos beneficios da prata
em si, sendo necessarias menores concentraces para se obter determinado efeito (RAJI et al.,
2019; PARVEKAR et al., 2020), como também aumento da atividade e efeitos sinérgicos com
antibioticos (KESHARI et al., 2020; LIN et al., 2020).

Diversos métodos sdo utilizados na sintese de nanoparticulas metalicas, sendo
classificados em dois tipos: top down e bottom up. Nas técnicas top down, o metal é quebrado
até atingir a escala nanomeétrica, enquanto que nas técnicas bottom up as nanoparticulas séo
sintetizadas a partir do agrupamento de metais, partindo da forma atémica (ARYAL et al.,
2019; BELUSSO et al., 2019; JAMKHANDE et al., 2019; LEE e JUN, 2019).

As nanoparticulas metalicas, incluindo as de prata podem ser obtidas a partir da sintese
fisica, quimica ou através da sintese biologica, sendo esta realizada com auxilio de organismos,
sejam eles bactérias, fungos, algas e o extrato de plantas (PANTIDOS E HORSFALL, 2014;
ARYA et al, 2018; QUINTEROS et al., 2019; SINGH, 2019; THANGAMANI E
BHUVANESHWARI, 2019; GANESAN et al., 2020). Possuem as mais diversas aplicacdes
bioldgicas, principalmente pelas atividades antibacteriana, antifdngica, antiviral, anti-
inflamatoria, anticancer, antiangiogénica, larvicida, anti-helmintica e antiprotozoario (ZHANG
et al.,, 2016; HAGGAG et al., 2019; HASSAN et al., 2019; REHMAN et al., 2019;
SUTTHANONT et al., 2019; AMARASINGHE et al., 2020; WARIS et al., 2020).

Apesar de todas estas aplicacOes, diversos estudos buscam avaliar a atividade
antimicrobiana destas nanoparticulas, algo extremamente necessario se levarmos em
consideracdo o0s diversos relatos de microrganismos multirresistentes a antibidticos,
considerado um problema global, e que com o passar dos anos se expande cada vez mais
(ROCA et al., 2015; ASLAM et al., 2018; ZHENG et al., 2018; ISLAM et al., 2019;
VIKESLAND et al., 2019; ZHU et al., 2019).

Os mecanismos de atividade antimicrobiana das AgNPs envolvem primeiramente a

adesdo a membrana celular, alterando a estrutura e permeabilidade da mesma; penetracdo na
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celula e no nucleo, onde ocorrera interacdo entre as organelas, desestabiliza¢do e desnaturacéo
de biomoléculas intracelulares; geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), que oxidam
proteinas, lipidios, polissacarideos, nucleotideos e acidos nucléicos; e modula¢do do sinal
celular, alterando o perfil da fosfotirosina, ocasionando assim a morte da célula (DAKAL et al.,
2016; ZHANG et al.,, 2018; ESTEVEZ et al., 2020; HAMIDA et al., 2020). Embora o
mecanismo de geracdo de ROS seja mais difundido, este, ndo esta totalmente estabelecido, visto
que a atividade de AgNPs pode, em certos casos, ser ou ndo dependente da formacéo de ROS
(CHAIRUANGKITTI et al., 2013; RADHAKRISHNAN et al., 2018; LEE et al., 2019;
ADEYEMI et al., 2020). Além disso, fatores como o tamanho e o formato das mesmas
influenciam na atividade antimicrobiana, tornando possivel o controle durante a sintese
(LOGARANJAN et al., 2016; CHEON et al., 2019; KHODASHENAS e GHORBANI, 2019;
AFFES et al., 2020).

3.3. Sintese biogénica de AgNPs por fungos

Os fungos sd@o microrganismos que possuem diversas aplicacdes e sdo considerados
por muitos pesquisadores como verdadeiras fabricas de biomoléculas. Hyde et al. (2019)
acreditam que estes microrganismos possuem incrivel potencial de exploracdo, e listaram pelo
menos 50 maneiras de exploracéo industrial destes individuos.

A sintese biogénica de AgNPs por fungos ocorre de forma intracelular ou extracelular
(ZHAO et al., 2017). Na sintese intracelular, a solucdo de nitrato de prata é adicionada a
biomassa micelial, que ird incorporar as nanoparticulas a mesma. Este processo requer que as
nanoparticulas sejam extraidas, com diversas metodologias que visam lisar as células para
liberar as nanoparticulas biossintetizadas (FARAMARZI et al., 2020). A sintese extracelular,
utilizando-se o extrato aquoso da biomassa micelial, contendo biomoléculas flngicas, € mais
comumente realizada, ndo sendo necessario nenhum processo de extracdo, ja que serd obtida
uma solucéo coloidal com as nanoparticulas em suspensdo (TAHA et al., 2019; RODRIGUEZ-
SERRANO et al., 2020). O mecanismo de sintese biogénica através do extrato aquoso de
fungos ocorre na reducéo de fons de prata (Ag*) para prata metalica (Ag®). Muitos autores citam
que a principal enzima que auxilia no processo de biossintese por microrganismos € a nitrato
redutase, porém isto ainda ndo foi completamente estabelecido (HAMEDI et al., 2016; OVAIS
et al., 2018; SABLE et al., 2020).

A sintese bioldgica possui diversas vantagens se compararmos com 0s métodos fisicos

e quimicos. Estas técnicas, sdo consideradas caras, poluentes e de dificil estabilizacdo. Diferente
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da sintese bioldgica que é considerada mais segura, ndo necessitando de agentes estabilizantes,
necessarios nos outros métodos, além de resultar numa melhor atividade, como constatado no
ensaio antimicrobiano realizado por Gudikandula e Maringati (2016) com o fungo Pycnoporus
sp. e Logaranjan et al. (2016) com extrato de Aloe vera.

Varios fatores podem influenciar na sintese bioldgica, em fungos por exemplo, 0 meio
de cultivo para producdo de biomassa, a quantidade de biomassa utilizada, a temperatura de
incubacéo, pH, agitacdo do extrato aquoso e concentracdo de nitrato de prata sdo alguns dos
fatores que podem variar, dependendo da espécie com potencial de biossintetizar estas
nanoparticulas e outras (KHAN et al., 2016; GUILGUER-CASAGRANDE E LIMA, 2019;
ROSE et al.,, 2019). Diversos estudos demonstram que os fungos sdo microrganismos
promissores para a biossintese de nanoparticulas metalicas (Tabela 1), um exemplo disso é o

surgimento de uma nova area de estudo, a miconanotecnologia que utiliza fungos em

bioprocessos nanotecnologicos (KASHYAP et al., 2012; HANAFY, 2018).

Tabela 1 - Algumas espécies de fungos capazes de biossintetizar nanoparticulas de prata

Espécie Tamanho Referéncia
Aspergillus fumigatus 0,681 nm Shahzad et al. (2019)
Aspergillus tamarii 40 nm Nanda, Nayak e Moorthy (2018)
Colletotrichum sp. 20 a 50 nm Azmath et al. (2016)
Curvularia pallescens 16,74 nm Elgorban et al. (2017)
Fusarium oxysporum 5al13nm Husseiny, Salah e Anter (2015)
Fusarium chlamydosporum 6 a26 nm Khalil et al. (2018)
Ganoderma applanatum 20a 25 nm Jogaiah et al. (2019)
Guignardia mangiferae 5a30nm Balakumaran et al. (2015)
Nemania sp. 5a70 nm Farsi e Farokhi (2018)
Penicillium chrysogenum 9al7,5nm Khalil et al. (2018)
Penicillium duclauxii 13 nm Almaary et al. (2019)
Penicillium italicum 33 nm Nayak et al. (2018)
Pestalotiopsis microspora 2a10nm Netala et al. (2016)
Phomopsis liquidambaris 18,7 nm Seetharaman et al. (2018)
Phoma glomerata 66 nm Gade et al. (2014)
Talaromyces purpureogenus 25 nm Hu et al. (2019)
Trametes trogii 20a 25 nm Kobashigawa et al. (2019)
Trichoderma harzianum 88 a182,5nm Guilger-Casagrande et al. (2019)
Trichoderma reesei 5a50nm Vahabi et al. (2011)
Trichoderma viride 1a50nm Elgorban et al. (2016)
Trichoderma longibrachiatum 10 nm Elamawi et al. (2018)




19

3.4. O género Trichoderma

Quando se fala em microbiologia e biotecnologia, geralmente se pensa em
bioprocessos utilizando-se microrganismos, porém, essa interacdo é mais diversificada pois a
grande diversidade de microrganismos possibilita a bioprospec¢do e determinagcdo da
aplicabilidade de tal individuo (ZHOU et al., 2018; LATA, DIVJOT E NATH, 2019; RAI et
al., 2019; ADHIKARI E PANDEY, 2020; SABO et al., 2020). Hoje estes individuos possuem
0s mais diversos usos, seja na otimizacdo de bioprocessos industriais, producdo de enzimas
extracelulares, pigmentos, antimicrobianos e inclusive na alimentacdo e uso medicinal
(ARORA E KAUR, 2018; KANDASAMY et al., 2019; MUSZYNSKA et al., 2019; ALl et al.,
2020; OLIVEIRA et al., 2020; SANDI et al., 2020).

O género Trichoderma engloba aproximadamente 254 espécies identificadas.
Pertencem a familia Hypocreaceae e possuem ampla distribuicdo ambiental, podendo ser
encontrados no solo, biomas aquaticos, no ar e até no interior das plantas vivendo em simbiose
(BISSETT et al., 2015; CHANG et al., 2019; HARMAN et al., 2019; WANG et al., 2019;
BONONI et al., 2020; KARMAKAR et al., 2020; KIM et al., 2020; MA et al., 2020; ZHOU
et al., 2020).

Fungos deste género sdo bastante promissores, principalmente na agricultura. Muitas
espécies de Trichoderma sdo utilizadas como biofertilizante e no controle biologico de
microrganismos causadores de doencas em plantas, conhecidos como fitopatdgenos (DAS et
al., 2019; WONGLOM et al., 2019; Jl et al., 2020; MARUYAMA et al., 2020).

Além do uso na agricultura, este género possui um enorme potencial biotecnoldgico,
principalmente na producao de enzimas e diversos metabolitos secundarios, como por exemplo
alcaldides, flavondides, terpendides, glicosideos, policetideos e outros (PANG et al., 2017;
SARAVANAKUMAR et al., 2018; IKRAM et al., 2019; LIANG et al., 2019; DELABONA et
al., 2020; DUDEK et al., 2020; KHAN et al., 2020; REHMAN et al., 2020; SHI et al., 2020g;
SHI et al., 2020b; SONG et al., 2019; SONG et al., 2020; SUN et al., 2020). Esses metabdlitos
possuem extensa atividade bioativa, principalmente atividade antimicrobiana, anti-
inflamatéria, antioxidante dentre outras (DRUZIAN et al.,, 2019; XU et al., 2019;
NUANKEAW et al., 2020).

Por serem fungos encontrados naturalmente no solo e associados a plantas, isso faz
com que o isolamento destes individuos seja relativamente facil, possibilitando a preservacao e
criagéo de colegOes microbianas para estudo posterior (NAHER et al., 2019; PARK et al.,
2019a; PARK et al., 2019b; SOOD et al., 2020).
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3.5. Piscicultura no Amazonas

O Amazonas é um Estado rico em biodiversidade e extensdo territorial, o que faz com
que seja 0 maior da regido Norte e ocupe grande parte da Amazonia brasileira. Por esse motivo,
0 Estado possui potencial para o desenvolvimento da bioeconomia aliada com a
sustentabilidade, porém, na pratica ndo é o que acontece, devido a existéncia de varios fatores
que dificultam esse processo (WILLERDING et al., 2020).

A piscicultura brasileira tem crescido significativamente nos Gltimos anos. Segundo
levantamentos da Associagéo Brasileira de Piscicultura — PeixeBr (2019), a producdo saltou de
578.800 toneladas em 2014 para 722.560 em 2018. A espécie mais cultivada atualmente é a
tilapia, ranqueando o Brasil em quarto lugar entre os maiores produtores do mundo, sendo a
producdo concentrada nos estados de S&o Paulo, Parand, Santa Catarina, Minas Gerais e Bahia.
Os estados da regido Norte contribuem significativamente na producao de peixes, respondendo
por cerca de 52,62% da producdo nacional de nativos e 20,69% da producdo total. O tambaqui
€ 0 peixe nativo mais presente nas pisciculturas brasileiras.

Ainda de acordo com levantamentos da PeixeBr (2019), a producdo do Amazonas
sofreu variacOes significativas. Em 2017 foram produzidas 28.000 toneladas, sofrendo queda
de 45,5% em 2018, produzindo apenas 15.270 toneladas. Essa queda de producdo pode ser
justificada pela interferéncia de diversos fatores, como por exemplo o alto custo de
investimentos e na aquisicdo de insumos, problemas sanitarios causados por doencas
microbianas e parasitarias, aléem do baixo incentivo a producédo, que apesar de existir, ainda é
pouco (LEIRA et al., 2017; FEITOZA et al., 2018; ROCHA et al., 2018).

A criacdo estd concentrada na regido metropolitana de Manaus, englobando o0s
municipios de Rio Preto da Eva, Iranduba, Itacoatiara, Manacapuru e Presidente Figueiredo, o
que de certa forma facilita a logistica da producdo. Além disso, a criacdo € semi-intensiva e
realizada em viveiros escavados e barragens em pequenas areas alagadas, o que implica num
baixo impacto ambiental (GANDRA, 2010; LIMA et al., 2019).

Visando alternativas para a criacdo, muitos pesquisadores da regido estudam a
substituicdo de ingredientes na formulacdo de racdes, e tecnologias de baixo custo para a
producdo, além de buscarem tratamentos alternativos no tratamento de doencas destes animais,
0 que contribui significativamente na reducdo de custos (ANDRADE et al., 2018; MEDEIROS
etal., 2018; PAZ et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2020).
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3.6. Resisténcia antimicrobiana na piscicultura

Por viverem e se reproduzirem na agua, 0s peixes sao animais susceptiveis a doencas,
sejam elas de origem microbiana, causada por fungos, bactérias, protozoarios e virus ou
parasitarias, causadas por endo ou ectoparasitas. A sanidade destes animais depende de diversos
fatores, sejam eles a nutricdo adequada, a genética, densidade de estocagem, qualidade de dgua
ou manejo nas diferentes fases de criacdo (SEWAKA et al., 2019; HENRY et al., 2020; IZEL-
SILVA et al., 2020).

Quando algum destes fatores entra em desequilibrio, o resultado disso seré espelhado
na criagdo, fazendo com que os animais fiquem doentes. Os peixes cultivados sdo comumente
afetados, uma vez que estdo fora de seu ambiente natural e estresse em condigdes de criacdo
inadequadas (GAO et al., 2018; ZHANG et al., 2020).

As bacterioses acometem facilmente estes animais fazendo com que ocorra alta taxa
de mortalidade, incluindo a perda de todo o plantel se as medidas de controle ndo forem
empregadas a tempo. O uso de antibidticos no tratamento destes animais corrige o problema,
porém, o uso inadequado dos mesmos pode fazer com que determinada bactéria adquira
resisténcia, tornando o tratamento com determinado antibidtico ou dose utilizada ineficaz
(FERRANTE et al., 2020).

A resisténcia bacteriana a antibioticos ocorre por meio da transferéncia horizontal de
genes através da conjugacdo, transducédo, absorcdo via transformacao ou através de mutacdes
no DNA (BELLO-LOPEZ et al., 2019; REDONDO-SALVO et al., 2020). Essa transferéncia
pode ocorrer entre bactérias de espécies ou géneros diferentes, o que contribui
significativamente na dispersdo de genes ligados a resisténcia a antibiéticos (NWAIWU E
ADUBA, 2020). Outro fato preocupante em relacdo ao uso de antibioticos é a capacidade
residual, o que favorece a resisténcia de cepas ambientais, tornando-as potenciais reservatorios
de genes de resisténcia (SEKIZUKA et al., 2019).

O caminho para contornar essa situacao € buscar medidas de controle alternativas, ndo
sO de infecgdes bacterianas, mas também parasitarias. Muitos autores sugerem o uso de 6leos
essenciais, além de utilizarem probioticos, e conseguem resultados promissores (ZHANG et
al., 2017; BANDEIRA JUNIOR et al., 2019; COSTA et al., 2020).

O crescimento da nanotecnologia e o desenvolvimento de técnicas aplicadas a
piscicultura tem avangado com o passar dos anos e no futuro pode contribuir significativamente
na reducdo do uso de antibioticos, e atuar como forma preventiva para impedir a instalagéo e o

desenvolvimento de infecgdes. Dentre os principais avancos, Shaalan et al. (2016) listaram o
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uso de nanoparticulas de prata, ouro, 0xido de zinco e dioxido de titanio, sendo considerados
como novos antimicrobianos na sanidade dos peixes. Além das nanoparticulas, também s&o
listados o uso de nanoparticulas como veiculo de transporte de medicamentos, desenvolvimento
de vacinas baseadas em nanotecnologia e o uso de nanoparticulas no diagnéstico de doencas
causadas por bactérias, fungos e virus (VINAY et al., 2017).

3.7. O género Aeromonas

Este género é composto de bactérias Gram-negativas, com formato de bacilos,
pertencentes a familia Aeromonadaceae, que abrange aproximadamente mais de 32 espécies
descritas desde 1943 (PESSOA et al., 2019; FERNANDEZ-BRAVO E FIGUERAS, 2020). As
bactérias deste género possuem ampla distribuicdo ambiental, podendo ser isoladas de
praticamente todos os nichos ambientais onde existam comunidades microbianas, isso inclui
habitats aquaticos, peixes, aves, invertebrados e alimentos (MIYAGI, GIRAI E SANO, 2016;
TAHOUN et al., 2016; CHAIX et al., 2017; ALGHABSHI, AUSTIN E CRUMLISH, 2018;
CUNNINGHAM et al., 2018; RANJBAR, SALIGHEHZADEH E SHARIFIYAZDI, 2019).
Apesar de serem comuns em ambientes aquaticos, também podem ser isoladas de amostras
clinicas (WU et al., 2019; ZHOU et al., 2019; TANG et al., 2020).

Por serem bactérias naturalmente encontradas na agua, isso faz com que possuam
enorme potencial patogénico, seja ele para animais aquaticos ou para o homem, sendo
consideradas oportunistas em ambos (CHANDRARATHNA et al., 2018; KWON et al., 2019).
Sé&o frequentes os relatos de infecgdo por Aeromonas em peixes, crustaceos ou anfibios (ZHOU
et al., 2019; FADEL E EL-AMIE, 2019; MARINHO-NETO et al., 2019). A infeccdo em
humanos geralmente ocorre de forma cruzada, podendo ser facilmente adquirida a partir da
ingestdo de produtos de origem animal ou &gua contaminados (TAHOUN et al., 2016;
ELBEHIRY et al., 2019; EL-GHAREEB et al., 2019; JOHN, VIDYALAKSHMI E HATHA,
2019; HOSSAIN et al., 2020; SILVA et al., 2020).

Em animais aquaticos, principalmente peixes, 0s sinais clinicos de infeccdo por
Aeromonas spp. sao ulceras, dermatite e septicemia, hiperemia e lesées no figado, acimulo de
liquido na cavidade abdominal, despigmentacdo, lesdes e focos hemorragicos na pele,
hiperemia e edema na bexiga natatoria (KOZINSKA e PEKALA, 2012; DIAS et al., 2016;
DONG et al., 2017; MARINHO-NETO et al., 2019).

No Brasil, os unicos antibioticos utilizados para o tratamento de infec¢fes por

bactérias deste género e outros em peixes sao o florfenicol e a oxitetraciclina (MARIOTTO et
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al., 2018; FERRANTE et al., 2020), que tem como mecanismo de a¢do a inibigdo da sintese
proteica (PAPICH, 2016). Apesar dos peixes responderem de forma positiva no tratamento com
estes antibidticos, é frequente o isolamento de cepas de Aeromonas spp. resistentes a estes e
outros antibidticos (REVINA et al., 2017; EL-SON et al., 2019; KIM et al., 2019; MZULA et
al., 2019; SILVA et al., 2019).

A patogenicidade destas bactérias esté relacionada a diversos fatores de viruléncia, que
atuam facilitando a infeccdo no hospedeiro. Diversos genes que codificam fatores como
proteases, lipases, elastases, hemolisinas, aerolisinas, enterotoxinas, dentre outros, s&o
facilmente detectados com auxilio da biologia molecular, que tem contribuido
significativamente em estudos com estas bactérias (BUNYAN E OBAIS, 2018; MANSOUR et
al., 2019; MZULA et al., 2019; PESSOA et al., 2020).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Origem e reativacao dos Trichoderma spp.

Foram utilizadas quatro espécies (Tabela 2) de Trichoderma, endofiticas de Piper
marginatum Jacq. Estes fungos foram obtidos anteriormente (Edital n. 005/2007
CNPg/FAPEAM) e estdo preservados na Colegdo de Culturas Microbianas do Laboratdrio de
Principios Bioativos de Origem Microbiana — LPBOM da Faculdade de Ciéncias Agrérias da
UFAM. As linhagens puras foram reativadas em meio Agar Batata Dextrosado (BDA)
acrescido do antibidtico cloranfenicol (50 mg/L) para inibicdo do crescimento de bactérias e
incubadas em estufa com demanda bioquimica de oxigénio (BOD) por sete dias a 27 °C.

Tabela 2 - Linhagens de Trichoderma utilizadas neste estudo para a biossintese de AgNPs

Caodigo Identificacdo

P16D2 Trichoderma brevicompactum
P4A Trichoderma harzianum
P21C Trichoderma inhamatum

P14C2 Trichoderma tomentosum

4.2. Avaliacéo da viabilidade

Para avaliacdo da viabilidade, apds a reativacao, os fungos foram inoculados em placas
de Petri contendo 20 mL dos meios BDA, Agar Nutriente Sintético (SNA) e Agar Farinha de
Milho (CMA). Para visualizacdo das caracteristicas micromorfologicas, foi realizado
microcultivo em SNA e CMA. As placas foram incubadas em estufa BOD a 25 °C sob
fotoperiodo de 12 horas por sete dias (QIN e ZHUANG, 2017). Posteriormente as estruturas
reprodutivas foram coradas com solucdo de azul de lactofenol e observadas em microscépio

Optico Axio Lab.Al equipado com camera Axiocam Erc 5s - Zeiss.
4.3. Producdo de biomassa micelial e extrato aquoso
Discos miceliais de 7 mm foram inoculados em frascos de Erlenmeyer com capacidade

de 1 L contendo 500 mL de meio liquido: KH2PO4 - 7 g/L; KoaHPO4 - 2 g/L; MgS04.7H20 —
0,1 g/L; (NH2)SOs4 - 1 g/L; extrato de levedura — 0,6 g/L e glicose - 10 g/L. Os frascos foram



25

dispostos em incubadora shaker orbital a 27 °C com agitagdo de 150 rpm, onde apds 72 horas
de crescimento, a biomassa micelial foi recuperada e lavada trés vezes com &gua destilada
deionizada para remogao dos restos de meio de cultura.

A biomassa fungica foi transferida para novos frascos de Erlenmeyer, respeitando a
proporcdo de 1:10 (p/v), ou seja, 10 g de biomassa micelial para 100 mL de agua destilada
deionizada esterilizada. Os frascos foram mantidos em agitacdo de 150 rpm a 27 °C por 48
horas (AHLUWALIA et al., 2014; ELAMAWI et al., 2018; NOSHAD et al., 2019). Apos a
incubacdo, o extrato aquoso foi recuperado e filtrado, com auxilio de bomba de vacuo
(Prismatec - 121), primeiramente com papel filtro qualitativo e depois em membranas de nylon

com porosidade de 0,45 um e 0,22 um para esterilizacdo e prosseguimento da biossintese.

4.4, Biossintese de AgNPs

O filtrado micelial obtido foi homogeneizado com 1 mM de solugéo de nitrato de prata
e incubado a 27 °C, agitacdo de 150 rpm por 144 horas em auséncia de luz. Simultaneamente,
dois controles: um do filtrado micelial e outro da solucdo de nitrato de prata foram mantidos
nas mesmas condi¢des da biossintese. A confirmacao da biossintese das AgNPs foi confirmada
pela mudanca de coloracdo do filtrado, de transparente para marrom ou amarelo escuro, e pela
presenca de banda de ressonancia de plasmon de superficie entre 400 a 530 nm confirmada em
espectrofotémetro (ABBASI et al., 2016; ZHANG et al., 2019).

4.5. Caracterizacao parcial das AgNPs

4.5.1. Espectroscopia no ultravioleta visivel

A mensuracdo do espectro ultravioleta visivel (UV-Vis) das nanoparticulas foi
realizada com auxilio de espectrofotdmetro de feixe duplo Cary 60 (Agilent Technologies Inc.,
Santa Clara, EUA), na faixa de 200 a 800 nm. As amostras foram previamente diluidas em agua
destilada deionizada na proporc¢do de 1:10 (v/v) para realizacdo das leituras (ALYOUSEF et
al., 2019).

4.5.2. Espalhamento dinamico de luz: Potencial zeta, indice de polidispersividade e tamanho

hidrodinamico das nanoparticulas



26

O potencial zeta, o indice de polidispersividade e o tamanho hidrodindmico das
nanoparticulas foram medidos em Nano Zetasizer (ZS) (Malvern Instruments, Worcestershire,
Reino Unido), a 25 ° C. As amostras foram diluidas em agua destilada deionizada na propor¢édo
de 1:10 (v/v) para realizacédo das leituras.

4.6. Determinacdo da atividade antibacteriana em meio solido

A atividade antibacteriana foi avaliada pela técnica de difusdo em &gar por pogo
(BALOUIRI et al., 2016; HAMAD, 2018) contra quinze linhagens de Aeromonas spp. (tabela
3) isoladas de tambaquis de piscicultura, cedidas pelo Laboratério de Piscicultura da Embrapa
Amazobnia Ocidental. Além destas bactérias, o experimento também foi realizado contra
Aeromonas hydrophila ATCC 7966, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae
ATCC 13899, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

para avaliagdo do espectro de acao contra estas cepas.

Tabela 3 - Cepas de Aeromonas spp. cedidas pelo Laboratério de Piscicultura da Embrapa Amaz6énia
Ocidental isoladas de tambaquis de cultivo

Caodigo Identificacdo Origem
A3 Aeromonas sp. Rim
Al9 Aeromonas sp. Rim
A38 Aeromonas sp. Rim
A47 Aeromonas sp. Rim
A96 Aeromonas sp. Rim
A97 Aeromonas sp. Rim
Al101 Aeromonas sp. Rim
F50 Aeromonas sp. Rim
F77 Aeromonas sp. Rim
F84A Aeromonas sp. Rim
F93 Aeromonas sp. Rim
PX26F.(A) Aeromonas sp. Lesdo na pele
PX52 Aeromonas sp. Lesdo na pele
PX84 Aeromonas sp. Lesdo na pele
ST86 Aeromonas sp. Lesdo na pele
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As bactérias foram previamente reativadas em 5 mL caldo Brain Heart Infusion (BHI)
e incubadas em estufa bacterioldgica a 30 °C por 24 horas. O indculo foi padronizado
utilizando-se solucdo fisiologica 0,9% na escala 0,5 de McFarland, o que corresponde a
aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL.

Uma vez padronizadas, as bactérias foram inoculadas em placas de Petri de dimensdes
90 x 10 mm contendo 20 mL de Agar Mueller Hinton (MHA) com auxilio de swabs descartaveis
até a completa incorporacao ao meio. Em cada placa foram feitos quatro pogos de 8 mm e foram
aplicados em cada poco 100 uL da solugéo coloidal de AgNPs e como controle, 100 uL do
filtrado micelial utilizado na biossintese isento de nanoparticulas, 100 pL da solucdo de nitrato
de prata a 1 mM e 100 pL do antibiotico cloranfenicol na concentracdo de 0,30 mg/mL
(MADAKKA et al., 2018; OGUNSILE et al., 2020; SALMEN E ALHARBI, 2020). As placas
foram incubadas por 24 horas a 30 °C.

No ensaio de determinacdo da nanoparticula mais eficiente, foram feitos os mesmos
procedimentos, porém em placas de Petri de dimensfes 110 x 10 mm. Em cada placa foram
feitos seis pocos de 8 mm e foram aplicados em cada pogo 100 pL da solucdo coloidal de cada
nanoparticula biossintetizadas e como controle 100 pL de solugdo de nitrato de prata ¢ 100 uL
do antibiotico cloranfenicol na mesma concentragéo citada. As placas também foram incubadas
por 24 horas a 30 °C. Cada ensaio foi realizado com trés repeticdes e apds a incubacéo, as placas
foram examinadas e as zonas de inibicdo de crescimento bacteriano foram mensuradas
perpendicularmente com auxilio de paquimetro digital (JAVADHESARI et al., 2019;
SCATOLINO et al., 2019).

4.7. Determinacao da concentracao inibitoria minima e concentracéo bactericida minima

A concentracdo inibitoria minima (CIM) foi determinada pela técnica de microdiluicdo
em caldo, utilizando-se placa de 96 pocos conforme documento M07-A10 (CLSI, 2015). As
solucdes coloidais de AgNPS foram avaliadas nas dilui¢fes de 1:2 a 1:1024 (v/v). Para isso, a
partir da coluna 2 até a 11, foram depositados 200 pL de caldo Mueller Hinton (MHC) e foram

feitas as diluigdes.



28

/ 1 10 1

N L 00000000
d [ TS 00000000
¢ @@OOOOOOOOOO
> @@BOOOOOOOO
3 4 L 00000000
i L S0 00000000
« OOOOOOOOOOO0
000000000000

Controle de esterilizacao do meio
Controle de esterilizacao das AgNPs
Controle de crescimento bacteriano
Antibidtico (cloranfenicol 0,30 mg/mL)

Inicio da diluicdo (1:2)

oL 00 @

Fim da diluicao (1:1024)

Figura 1 - Esquematizacdo do teste de determinacdo da concentracdo inibitéria minima em placa de 96
poGoS
Fonte: Coelho, K. W. S. A. (2020)

Este ensaio foi realizado com as cepas de reféncia ATCC citadas anteriormente (item
4.6), onde foram cultivadas previamente em caldo BHI por 24 horas a 35 °C. O indculo foi
ajustado de acordo com a escala 0,5 de MacFarland, correspondendo a aproximadamente 1,5 X
108 UFC/mL.

Em cada poc¢o foram inoculados 10 pL do indculo ajustado, atingindo a concentragédo
final de 1,5 x 10° UFC por poco. A coluna 1 foi preenchida com solucéo coloidal das AgNPs
(controle de esterilizacdo das AgNPs) e a coluna 12 foi preenchida com o antibidtico
cloranfenicol (0,30 mg/mL) como controle positivo.

O controle de crescimento bacteriano foi realizado na linha G e o controle de
esterilizacdo do caldo na linha H. As placas foram incubadas a 35 °C por 24 horas. Apés a
incubacdo, as placas foram observadas para detec¢do de crescimento bacteriano, sendo
considerado negativo com a transparéncia do caldo ou positivo com a ocorréncia de turbidez,
indicativo de crescimento bacteriano. O ensaio foi realizado em duplicata.

A concentracdo bactericida minima (CBM) foi determinada a partir do CIM. As
diluicBes com auséncia de crescimento bacteriano nas placas de 96 pocos foram inoculadas em
placas de Petri contendo MHA com auxilio de alca de platina. As placas foram incubadas a 35
°C por 24 horas. Apds a incubacdo, as placas foram observadas para classificacdo das dilui¢oes
em bactericidas ou bacteriostaticas, com capacidade de matar ou inibir o crescimento bacteriano
respectivamente (MIRSADEGHI et al., 2019).
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4.8. Andlise estatistica

Os dados de atividade antibacteriana em meio solido obtidos foram submetidos a
andlise de variancia. Nos ensaios com cada fungo de forma isolada, foram considerados
tratamentos a solucdo coloidal de nanoparticulas biossintetizadas por determinado fungo, o
filtrado micelial do mesmo utilizado para biossintese, a solugdo de nitrato de prata e o
cloranfenicol como controle, sendo considerados quatro tratamentos em arranjo fatorial contra
20 bactérias com trés repeticoes.

No ensaio de determinacdo da nanoparticula mais eficiente em meio soélido, foram
considerados tratamentos as quatro nanoparticulas e os dois controles, totalizando seis
tratamentos em arranjo fatorial contra 20 bactérias com trés repeticdes e delineamento
inteiramente casualizado. Foi aplicado o teste de Skot Knott a 5% de probabilidade para
comparagdo das médias, sendo consideradas significativas se p < 0,01 ou 0,05. A analise
estatistica foi realizada com auxilio do software Sisvar (FERREIRA, 2011). Os gréaficos foram

criados com auxilio do software Origin 8.5.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Viabilidade bioldgica de Trichoderma spp.

A preservacdo de fungos facilita o estudo destes, porém deve-se atentar para quais
técnicas utilizar, pois estas apresentam vantagens e desvantagens quando comparadas entre si
(FREIRE et al., 2016; AYALA-ZERMENO et al., 2017; CHAVES NETO et al., 2019;
ESCOBAR et al., 2020). Estas técnicas sdo classificadas em curto, médio e longo prazo. As
técnicas de médio prazo sdo mais comumente empregadas, dentre elas a técnica de Castellani e
a que se utiliza 6leo mineral, onde basicamente discos de micélio das coldnias previamente
cultivadas séo preservados em frascos de vidro contendo agua destilada ou 6leo mineral,
técnicas consideradas baratas e tecnologicamente simples.

Os fungos utilizados neste estudo foram preservados pelo método Castellani e apesar
de terem sido isolados ha& aproximadamente treze anos, todos os quatro Trichoderma
apresentaram bom crescimento e esporulacdo em meio sélido, apresentando as caracteristicas
micromorfologicas tipicas do género (Anexo 6). Também foi observada a ocorréncia de
pleomorfismo, nas cepas T. harzianum P4A e T. tomentosum P14C2. O crescimento e
esporulacdo destes fungos é bastante varidvel, e depende basicamente das condicOes
empregadas no cultivo (PETRISOR, PAICA E CONSTANTINESCU, 2016; ZEHRA et al.,
2017; MING et al., 2019).

Avaliando o crescimento de T. harzianum e T. viride, Sinha et al. (2018) obtiveram as
melhores taxas médias de crescimento utilizando o meio BDA. Resultado similar ao observado
por Petrisor, Paica e Constantinescu (2016) em estudo com T. pseudokoningii e T. viride, a
esporulacdo ocorreu por volta do quarto dia de cultivo em placa.

Neste estudo, o crescimento foi excelente em BDA (Figuras 1, 2, 3, 4 B) e razoavel
em CMA (Figuras 1, 2, 3,4 A), resultado similar ao de Sankhwar e Srivastava (2019) em estudo
com T. asperellum, porém a esporulacdo foi bem mais rapida em CMA, enquanto que no meio
SNA (Figuras 1, 2, 3, 4 C) houve pouca producdo de micélio e pouca esporulacdo. No estudo
de Daryaei et al. (2016) a composi¢cdo do meio afetou a producdo, germinacao de conidios e
bioatividade de T. atroviride, fato associado a concentracdo de carbono e nitrogénio contidos

no meio.



Figura2 - Crescimento micelial e esporulacéo de Trichoderma brevicompactum P16D2. — meio CMA,
7 dias; B —meio BDA, 7 dias e C —meio SNA, 12 dias
Foto: Coelho, K. W. S. A. (2020)

Figura 3 - Crescimento micelial e esporulacdo de Trichoderma harzianum P4A. A — meio CMA, 12
dias; B —meio BDA, 12 dias e C — meio SNA, 12 dias
Foto: Coelho, K. W. S. A. (2020)

A

Figura 4 - Crescimento micelial e esporulagéo de Trichoderma inhamatum P21C. A — meio CMA, 12
dias; B —meio BDA, 12 dias e C — meio SNA, 12 dias
Foto: Coelho, K. W. S. A. (2020)

Figura 5 - Crescimento e esporulagdo de Trichoderma tomentosum P14C2. A —meio CMA, 7 dias; B —
meio BDA, 12 dias e C — meio SNA, 12 dias
Foto: Coelho, K. W. S. A. (2020)
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5.2. Biossintese e caracterizacdo parcial de AgNPs de Trichoderma spp.

Os filtrados miceliais (Figura 6) de todas as linhagens de Trichoderma utilizadas neste
estudo foram capazes de biossintetizar AgNPs. A linhagem T. harzianum P4A foi a que
demonstrou biossintese mais acelerada, sendo detectada mudanca de coloracdo do filtrado
micelial contendo 1 mM de nitrato de prata logo 24 horas apds a incubagdo, onde ocorreu
mudanca de cor do filtrado, passando de transparente para marrom escuro. O filtrado micelial
desta linhagem foi considerado o mais eficiente na biossintese de AgNPs.

il ™ el R e L

Figura 6 - Coloracéo da solucdo coloidal de nanoparticulas de prata (i) e filtrado micelial (ii). A - Nitrato
de prata a 1 mM; B - Trichoderma brevicompactum P16D2; C - Trichoderma harzianum P4A; D -
Trichoderma inhamatum P21C; E - Trichoderma tomentosum P14C2

Foto: Coelho, K. W. S. A. (2020)

Quanto as demais linhagens, a mudanca de coloracdo ocorreu a partir de 72 horas,
também observada no estudo de Guilger-Casagrande et al. (2019) com T. harzianum. Essa
alteracdo de cor do filtrado micelial também ocorreu nos estudos de Elamawi et al. (2018) com
T. harzianum e T. viride, sendo detectada apds 72 horas e ndo sendo detectada com T.
longibrachiatum, que posteriormente teve o0s parametros de biossintese otimizados. A
otimizacédo da biossintese de AgNPs € algo recorrente. Gemishev et al. (2019) concluiram que
10% de biomassa fungica e 10 mM de nitrato de prata foram mais favoraveis para T. reesei.
Omran et al. (2018) também conseguiram otimizar os parametros de biossintese de T.
longibrachiatum, tendo como condic¢des 6timas a temperatura de 40 °C, 24 horas de biossintese,
pH 12, 3% de biomassa micelial, 4 mM de nitrato de prata e agitacdo de 150 rpm no escuro.

A mudanca de coloracdo se deve pela conversdo do AgNOs em AgNPs, fato esse
confirmado pela formacdo da banda de ressonancia de plasmon de superficie, resultante da
interacdo entre a luz e os elétrons da superficie das nanoparticulas, onde os picos ocorrem na
faixa de comprimento entre 400 a 530 nm (ABBASI et al., 2016). Essa alteracdo de coloracédo
do filtrado micelial ndo é restrita a AgNPs e ocorre com outros metais, como por exemplo no

estudo de Abdel-Kareem e Zohri (2018) que biossintetizaram nanoparticulas de ouro e houve
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mudanca de coloragéo do filtrado micelial de T. hamatum de transparente para vermelho escuro

e no estudo de Diko et al. (2020), onde o filtrado micelial de Trichoderma sp. mudou de

transparente para laranja na biossintese de nanoparticulas de selénio.

A presenca de banda de ressonéncia de plasmon de superficie foi confirmada, sendo

super evidente na solucéo coloidal de T. harzianum P4A (Gréfico 2), mais discreta em T.

brevicompactum P16D2 (Gréfico 1) e menos evidente em T. inhamatum P21C (Gréfico 3) e T.

tomentosum P14C2 (Grafico 4). Os picos de absor¢do ocorreram em 425 nm, exceto na solugéo

coloidal de T. inhamatum P21C onde o pico foi de 405 nm.
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A analise de espalhamento dindmico de luz (DLS) demonstrou que a solucdo coloidal
de AgNPs de T. harzianum P4A possuem tamanho hidrodinamico de 72,22 nm, com potencial
zeta de -29,3 mV e indice de polidispersividade (PDI) de 0,256 enquanto que o T. inhamatum
P21C apresenta tamanho de 73,82, potencial zeta de -8,03 mV e PDI de 0,357. A andlise de
DLS néo pode ser determinada com as soluc@es coloidais dos demais fungos.

Diferindo deste estudo, Guilger-Casagrande et al. (2019) obtiveram o tamanho
hidrodinamico de 81,84 nm, com potencial zeta e PDI de respectivamente -18,30 mV e 0,52 em
estudo com T. harzianum. No estudo com T. longibrachiatum, Omran et al. (2018) obtiveram
0 tamanho hidrodinamico de 17,75 nm, sendo o potencial zeta (-26,8 mV) e PDI (0,279)
relativamente préximos ao obtido neste estudo. Gemishev et al. (2019) obtiveram valores
maiores de potencial zeta (—38,5; —45,2 e —40,0 mV), influenciados respectivamente pela
quantidade de biomassa micelial utilizada (5, 10 e 15%) em estudo com T. reesei. No estudo de
Guilger et al. (2017) com T. harzianum, foram obtidas AgNPs com baixa variabilidade de
tamanho (100,7 nm) e boa estabilidade, com potencial zeta de -6,85 mV e PDI de 0,27.

O potencial zeta € um indicador da carga elétrica superficial e atraves dele é possivel
determinar a estabilidade de nanoparticulas metalicas em suspencdes aquosas. De forma geral,
solugdes coloidais de nanoparticulas com valores na faixa entre £ 20 e 30 mV ou mais, séo
considerados estaveis (MOURDIKOUDIS, PALLARES E THANH, 2018), enquanto que para
serem consideradas monodispersas, 0 PDI deve estar abaixo de 0,3, o que indica
homogeneidade morfologica (BASTOS et al., 2017; SHARONOVA et al., 2019).

5.3. Atividade antibacteriana de AgNPs de Trichoderma spp.

Todas as nanoparticulas apresentaram atividade antibacteriana contra quase todas as
cepas de Aeromonas spp., sendo menos eficientes a algumas, algo também observado nos
ensaios contra as cepas de referéncia ATCC, onde as nanoparticulas foram menos eficientes
contra A. hydrophila e E. coli. Quanto aos controles utilizados, o antibiotico cloranfenicol se
mostrou eficiente contra todas as bactérias testadas, com excecdo da cepa Aeromonas sp. F77
e P. aeruginosa, onde ndo houve zona de inibicdo formada. O nitrato de prata apresentou, em
certos casos, atividade antibacteriana superior ou inferior as nanoparticulas, algo também
observado no estudo de Balakumaran et al. (2016).

No ensaio com o fungo T. brevicompactum P16D2, as cepas P. aeruginosa, S. aureus

e Aeromonas sp. A96 foram as mais inibidas (Figura 7), com zonas de inibicdo entre 14,43 e



35

10,19 mm. As demais cepas ficaram na faixa de inibigdo entre 9,89 e 3,89 mm. O filtrado

micelial deste fungo ndo apesentou atividade inibitdria contra nenhuma cepa testada.

Figura 7 - Atividade antibacteriana de Trichoderma brevicompactum P16D2. A - Pseudomonas
aeruginosa; B - Staphylococcus aureus; C - Aeromonas sp. A96; D - Klebsiella pneumoniae. i — AgNPs;
ii — filtrado micelial; iii — nitrato de prata; iv — cloranfenicol

Foto: Coelho, K. W. S. A. (2020)

Tabela 4 - Diametro médio (mm) de zonas de inibicdo de crescimento bacteriano pela agdo de AgNPs
biossintetizadas a partir do filtrado micelial de Trichoderma brevicompactum P16D2

Bactérias AgNPs FM AgNO; Cloranfenicol
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 1443 a A 0,00bA 13,99a A 0,00bG
Staphylococcus aureus ATCC 25923 11,64b B 0,00cA 12,07b B 16,71 aE
Aeromonas sp. A96 10,19b C 0,00cA 10,12b C 19,12aD
Klebsiella pneumoniae ATCC 13899 9,89bC 0,00cA 9,93bC 15,03aE
Aeromonas sp. PX84 7,66 b D 0,00cA 7,95bD 22,65aC
Aeromonas sp. A38 7,19bD 0,00cA 7,21bD 24,08 aB
Aeromonas sp. PX52 6,65bD 0,00cA 6,76 b D 24,07 aB
Aeromonas sp. PX26F.(A) 6,40b D 0,00c A 6,44 b D 23,81aB
Aeromonas sp. A19 6,36 b D 0,00c A 6,61 bD 24.02aB
Aeromonas sp. A101 6,11 b D 0,00c A 6,36 b D 25,78 a A
Aeromonas hydrophila ATCC 7966 591bE 0,00c A 597bD 26,85a A
Escherichia coli ATCC 25922 573bE 0,00c A 6,13bD 10,55 aF
Aeromonas sp. F84A 571bE 0,00c A 597bD 23,63aB
Aeromonas sp. F77 5,63aE 0,00b A 5,73aE 0,00b G
Aeromonas sp. A47 545b E 0,00c A 540b E 16,01 a E
Aeromonas sp. A3 545b E 0,00c A 532bE 25,03a A
Aeromonas sp. A97 516 b E 0,00c A 514b E 2195aC
Aeromonas sp. ST86 503bE 0,00c A 472bE 24.09aB
Aeromonas sp. F50 488bE 0,00c A 472bE 23,40aB
Aeromonas sp. F93 3,89b E 0,00c A 3,90b E 20,34aD
CV. (%) 10,77

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na horizontal e maiuscula na vertical ndo diferem estatisticamente
entre si. Foi aplicado o teste de Skot-Knott a 5% (P<0,05) de probabilidade. FM — filtrado micelial; AgNO; —
nitrato de prata a 1 mM; cloranfenicol — 0,30 mg/mL; C.V. — coeficiente de variagdo
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No ensaio antibacteriano com o fungo T. harzianum P4A, as nanoparticulas
apresentaram atividade consideravel contra Aeromonas sp. A96 e também contra P.
aeruginosa, S. aureus, K. pneumoniae, enquanto que as cepas Aeromonas sp. F84A, A47, F93
foram menos inibidas, ndo ocorrendo zona de inibicdo contra E. coli. As demais cepas ficaram
em escala intermediéaria. O filtrado micelial deste fungo apresentou as maiores zonas de inibicdo
(Figura 8) contra Aeromonas sp. A96, S. aureus, K. pneumoniae e A. hydrophila, as cepas
menos inibidas foram Aeromonas sp. F84A, A47 e E. coli.

Figura 8 - Atividade antibacteriana de Trichoderma harzianum P4A. A — Pseudomonas aeruginosa; B
— Staphylococcus aureus; C — Klebsiella pneumoniae; D — Aeromonas sp. A96. i — AgNPs; ii — filtrado
micelial; iii — nitrato de prata; iv — cloranfenicol

Foto: Coelho, K. W. S. A. (2020)

Tabela 5 - Didmetro médio (mm) de zonas de inibi¢do de crescimento bacteriano pela a¢do de AgNPs
biossintetizadas a partir do filtrado micelial de Trichoderma harzianum P4A

Bactérias AgNPs FM AgNO; Cloranfenicol

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 11,54b A 491 cF 13,57 a A 0,00dJ

Staphylococcus aureus ATCC 25923 10,30 c A 14,79b A 11,42cB 16,96 a F
Klebsiella pneumoniae ATCC 13899 8,85¢cB 10,83b B 10,13b B 15,38a G
Aeromonas sp. A96 8,51dB 16,07 b A 11,19¢cB 21,99aD
Aeromonas hydrophila ATCC 7966 6,35¢cC 10,52b B 6,75¢cC 26,50 a A
Aeromonas sp. PX26F.(A) 588bC 6,84bE 7,16 b C 25,77 a A
Aeromonas sp. A38 584bC 710b E 7,11bC 22,89aC
Aeromonas sp. F77 533bC 469bF 6,59aC 0,00cJ

Aeromonas sp. F50 531cC 8,50b D 542cD 25,12 aB
Aeromonas sp. A97 522cC 954bC 511cD 24,34 aB
Aeromonas sp. PX84 510cC 8,03bD 587cC 25,70 a A
Aeromonas sp. ST86 483cD 742bE 487cD 24,86 aB
Aeromonas sp. A19 464 cD 6,46 b E 517¢cD 2391acC
Aeromonas sp. A3 453cD 8,69b D 3,90cE 23,59acC
Aeromonas sp. PX52 450cD 6,79b E 412 cE 21,74aD
Aeromonas sp. A101 430cD 9,33bC 469cD 22,15aD
Aeromonas sp. F84A 3,71bD 489bF 487bD 23,23aC
Aeromonas sp. A47 3,62b D 228¢cG 421bE 14,02 aH

Aeromonas sp. F93 3,40cD 6,42b E 3,72cE 19,04 a E
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Escherichia coli ATCC 25922 000dE  229c¢G  3,64bE 9,81al
C.V. (%) 8,15

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na horizontal e maiuscula na vertical ndo diferem estatisticamente
entre si. Foi aplicado o teste de Skot-Knott a 5% (P<0,05) de probabilidade. FM — filtrado micelial; AgNO3 —
nitrato de prata a 1 mM; cloranfenicol — 0,30 mg/mL; C.V. — coeficiente de varia¢do

No ensaio com o fungo T. inhamatum P21C, as nanoparticulas apresentaram as
maiores zonas de inibicdo contra P. aeruginosa, K. pneumoniae e S. aureus. As zonas de
inibicdo (Figura 9) contra as Aeromonas sp. ficaram abaixo de 8,77 mm, onde a cepa
Aeromonas sp. 101 foi a Unica ndo inibida. Assim como T. brevicompactum P16D2, o filtrado

micelial deste fungo ndo apresentou atividade.

Figura 9 - Atividade antibacteriana de Trichoderma inhamatum P21C. A — Pseudomonas aeruginosa;
B —Klebsiella pneumoniae; C — Staphylococcus aureus; D — Aeromonas sp. A96. i — AgNPs; ii —filtrado
micelial; iii — nitrato de prata; iv — cloranfenicol

Foto: Coelho, K. W. S. A. (2020)

Tabela 6 - Didmetro médio (mm) de zonas de inibi¢do de crescimento bacteriano pela a¢do de AgNPs
biossintetizadas a partir do filtrado micelial de Trichoderma inhamatum P21C

Bactérias AgNPs FM AgNO; Cloranfenicol
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 13,20a A 0,00b A 13,48 a A 0,00bF
Klebsiella pneumoniae ATCC 13899 11,32b B 0,00c A 12,18 b A 15,89 aD
Staphylococcus aureus ATCC 25923 11,03b B 0,00c A 10,92b B 15,82aD
Aeromonas sp. A96 8,77bC 0,00c A 10,20b B 22,42 aB
Aeromonas sp. A38 8,22bC 0,00c A 8,52bC 26,65 a A
Aeromonas hydrophila ATCC 7966 6,94b D 0,00c A 7,06 b D 26,72 a A
Aeromonas sp. F84A 6,63b D 0,00c A 725bD 26,19a A
Aeromonas sp. PX52 519b E 0,00c A 586 b E 23,27 aB
Aeromonas sp. PX84 504bE 0,00c A 565bE 24.39aB
Aeromonas sp. A19 468bE 0,00c A 488bE 22,88aB
Aeromonas sp. A3 422bE 0,00c A 431bF 23,27 aB
Aeromonas sp. F93 3,84bF 0,00c A 419bF 20,36 aC
Aeromonas sp. A47 3,66bF 0,00c A 417bF 12,35aE
Escherichia coli ATCC 25922 354cF 0,00d A 5,66 b E 12,10aE
Aeromonas sp. PX26F.(A) 3,17cF 0,00d A 5,06 b E 24,25aB

Aeromonas sp. F50 3,04bF 0,00c A 3,40bF 24,47 aB
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Aeromonas sp. F77 192bG 0,00cA 501aE 0,00cF

Aeromonas sp. ST86 1,82b G 0,00cA 3,08bF 23,76aB

Aeromonas sp. A97 1,71cG 0,00d A 341bF 20,85aC

Aeromonas sp. A101 0,00cH 0,00cA 3,24bF 23,51aB
C.V. (%) 11,99

Meédias seguidas pela mesma letra minGscula na horizontal e maidscula na vertical ndo diferem estatisticamente
entre si. Foi aplicado o teste de Skot-Knott a 5% (P<0,05) de probabilidade. FM — filtrado micelial; AgNO; —
nitrato de prata a 1 mM; cloranfenicol — 0,30 mg/mL; C.V. — coeficiente de varia¢do

J& no ensaio com T. tomentosum P14C2, novamente, P. aeruginosa, K. pneumoniae e
S. aureus foram as cepas mais inibidas, com zonas de inibi¢do de 13,76; 10,63 e 10,32 mm,
respectivamente. Todas as cepas de Aeromonas spp. foram inibidas, as zonas de inibigéo
(Figura 10) variaram de 9,49 a 3,57 mm, expressos respectivamente pelas cepas Aeromonas sp.
A96 e F93. Em relagéo ao filtrado micelial deste fungo, a maior zona de inibicdo foi de 9,55

mm, demonstrado pela Aeromonas sp. F50, sendo mais eficiente que as nanoparticulas. As

Unicas cepas néo inibidas pelo filtrado foram Aeromonas sp. A47, P. aeruginosa e E. coli.

A ® B 7 - T D e

Figura 10 - Atividade antibacteriana de Trichoderma tomentosum P14C2. A - Pseudomonas
aeruginosa; B — Klebsiella pneumoniae; C — Staphylococcus aureus; D — Aeromonas sp. A96. i —
AgNPs; ii — filtrado micelial; iii — nitrato de prata; iv — cloranfenicol

Foto: Coelho, K. W. S. A. (2020)

Tabela 7 - Diametro médio (mm) de zonas de inibigdo de crescimento bacteriano pela agdo de AgNPs
biossintetizadas a partir do filtrado micelial de Trichoderma tomentosum P14C2

Bactérias AgNPs FM AgNO; Cloranfenicol
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 13,76 a A 0,00bD 14,07 a A 0,00b G
Klebsiella pneumoniae ATCC 13899 10,63b B 550cB 10,54b B 15,84 a E
Staphylococcus aureus ATCC 25923 10,32b B 8,11cA 1091b B 1591 aE
Aeromonas sp. A96 949bB 8,68 b A 956 bB 20,90aC
Aeromonas sp. F50 6,96cC 955b A 7,38¢cC 26,67 a A
Aeromonas sp. A19 6,76 b C 8,80 b A 7,04bC 2433 a A
Aeromonas hydrophila ATCC 7966 6,72bC 436bB 6,21bC 2511a A
Aeromonas sp. A38 6,71bC 3,36 cC 6,38b C 22.82aB
Aeromonas sp. ST86 6,33bC 406cC 6,15bC 23,55aB

Escherichia coli ATCC 25922 6,34bC 0,00cD 6,06 b C 13,40aF
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Aeromonas sp. PX84 6,01bC 528bB 6,69bC 25,08 a A
Aeromonas sp. F77 591aC 0,00b D 574aC 0,00b G
Aeromonas sp. PX52 589bC 423bC 595bC 23,70aB
Aeromonas sp. A47 567bC 0,00cD 569bC 11,84aF
Aeromonas sp. PX26F.(A) 508bD 2,00cC 576bC 23,01aB
Aeromonas sp. A97 507bD 3,84bC 5,08 b D 21,74aC
Aeromonas sp. F84A 5,06 b D 254cC 4,87bD 25,35aA
Aeromonas sp. A3 497bD 550bB 491bD 23,35aB
Aeromonas sp. A101 4,03bD 3,80bC 3,58bD 20,99aC
Aeromonas sp. F93 357bD 1,17¢cD 3,42bD 19,54 aD
C.V. (%) 14,29

Médias seguidas pela mesma letra mintscula na horizontal e maidscula na vertical nao diferem estatisticamente
entre si. Foi aplicado o teste de Skot-Knott a 5% (P<0,05) de probabilidade. FM — filtrado micelial; AgNO; —
nitrato de prata a 1 mM; cloranfenicol — 0,30 mg/mL; C.V. — coeficiente de varia¢éo

No ensaio de determinacdo da nanoparticula mais eficiente, houve significativa
reducdo da atividade antibacteriana, algo também observado com a solucéo de nitrato de prata
utilizada como controle, ndo ocorrendo com o cloranfenicol. Neste ensaio, as maiores zonas de
inibicdo (Figura 11) foram demonstradas pelas nanoparticulas do T. tomentosum P14C2, entre
9,12 mm contra Aeromonas sp. A96 e 9,52 mm contra P. aeruginosa, e pelo T. brevicompactum
P16D2, entre 9,41 mm contra P. aeruginosa e 8,77 mm contra Aeromonas sp. A96. As zonas
de inibicdo das nanoparticulas dos fungos T. harzianum P4A e T. inhamatum P21C ficaram

abaixo de 5,31 mm. Essa reducdo da atividade antibacteriana pode ser resultante de varios

fatores, como por exemplo aglomeracgdo, foto-oxidacdo ou precipitacdo das nanoparticulas
(FAVELA-CAMACHO et al., 2019).

Figura 11 - Atividade antibacteriana de AgNPs de Trichoderma spp. A — Pseudomonas aeruginosa; B
— Aeromonas sp. A96; C — Klebsiella pneumoniae. i — Trichoderma brevicompactum P16D2; ii —
Trichoderma harzianum P4A; iii — Trichoderma inhamatum P21C; iv — Trichoderma tomentosum
P14C2; v — cloranfenicol; vi — nitrato de prata

Foto: Coelho, K. W. S. A. (2020)
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Tabela 8 - Comparacdo do didmetro médio (mm) de zonas de inibi¢éo de crescimento bacteriano pela
acdo das AgNPs biossintetizadas a partir do filtrado micelial de Trichoderma spp.

Bactérias P16D P4A pP21C P14C2 AgNO3 CLO

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853  9,41aA 416 b A 531bA 9,52a A 9,87aA 0,00cF

Aeromonas sp. A96 8,77bhA 3,43cA 501cA 9,12b A 984bA 1880aC
Klebsiella pneumoniae ATCC 13899 7,14bB 2,86 cA 359cA 493cC 6,30bB 10,06 a E
Staphylococcus aureus ATCC 25923 6,13bB 2,92dA 471cA 6,76 b B 7,30bB 13,54aD
Aeromonas sp. A3 5,46bC 451bA 445b A 511bC 543bC 23,96aA
Aeromonas sp. A97 5,40bC 357bA 355bA 435bC 438bC 2224aA
Aeromonas sp. PX84 541bC 311cA 3,39cA 4,78b C 558bC  2393aA
Aeromonas sp. F84A 515bC 3,26b A 3,34bA 3,87bC 384bC  2250aA
Aeromonas sp. ST86 4,43bC 3,06b A 292bA 3,69bC 389bC 2366aA
Aeromonas sp. PX52 4,40bC 3,43bA 353bA 3,65bC 397bC 2303aA
Aeromonas hydrophila ATCC 7966 4,10bC 381bA 4,04b A 4,04bC 488bC 2287aA
Aeromonas sp. PX26F.(A) 3,93bD 4,15b A 327Tb A 4,32phC 401bC 21,36aB
Aeromonas sp. A47 3,81bD 2,69b A 304bA 3,88bC 4,10bC 14,68aD
Aeromonas sp. A101 3,53bD 2,70bA 2,73bB 3,14bD 270bD 1952aC
Aeromonas sp. A19 3,49b D 3,18b A 2,40b B 3,80bC 4,19bC 20,89aB
Aeromonas sp. F50 3,00bD 1,83bB 1,75bB 2,24bD 266bD 2163aB
Aeromonas sp. F77 3,01ab 1,82aB 1,67aB 2,80ab 2,97aDb 0,00bF

Escherichia coli ATCC 25922 2,65bD 0,00cB 0,00cB 2,43bD 3,15bD 8,88aE

Aeromonas sp. F93 2,36bD 1,72bB 1,19bB 1,49bD 1,87bD 20,21aC
Aeromonas sp. A38 2,09bD 0,80cB 2,35bB 3,16 bD 0,00cE 2155aB

C.V. (%) 17,22

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na horizontal e maitscula na vertical ndo diferem estatisticamente
entre si. Foi aplicado o teste de Skot-Knott a 5% (P<0,05) de probabilidade. AgNPs: P16D2 - T. brevicompacutum,
P4A — T. harzianum, P21C — T. inhamatum, P14C2 — T. tomentosum; AgNOs — nitrato de prata a 1 mM; CLO -
cloranfenicol (0,30 mg/mL); C.V. — coeficiente de variacdo

A CIM das nanoparticulas (Tabela 9) ficou na faixa de diluicdo até 1:4, sendo visivel
0 crescimento bacteriano nos pogos a partir da diluicdo 1:8 até 1:1024. A CIM da solucgéo
coloidal de AgNPs de T. brevicompactum P16D2 e T. tomentosum P14C2 foi de 1:4 para todas
as bactérias, com excec¢do de E. coli que foi de 1:2 e ndo inibida respectivamente.

A CIM das AgNPs de T. harzianum P4A e T. inhamatum P21C apresentaram CIM de
1:2, ndo apresentando inibi¢do contra E. coli. A menor CBM foi de 1:4 expressa pelas AgNPs
de T. brevicompactum P16D2 e T. tomentosum P14C2 contra A. hydrophila, K pneumoniae, e
P. aeruginosa.

A CBM das AgNPs de T. harzianum P4A e T. inhamatum P21C foi de 1:2 contra todas
as bactérias, menos E. coli, que foi capaz de crescer nessa diluicdo. Também foi observado
efeito bacteriostatico das AgNPs contra algumas cepas. Diferindo deste estudo, Oliveira et al.
(2013) obtiveram resultados mais significativos, onde as AgNPs apresentaram CIM de 1:8 até
1:256. Esse fato esta relacionado diretamente com a concentracdo de prata de 5 mM que foi

utilizada, diferindo deste estudo onde foi utilizado 1 mM.
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Tabela 9 — Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentracao Bactericida Minima (CBM) pela a¢do
de AgNPs biossintetizadas pelo filtrado micelial de Trichoderma spp.

» P16D2 P4A P21C P14C2
Bacteérias

CiM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
Aeromonas hydrophila ATCC 7966 1:4 1:4 1:2 1:2* 1:2 1:2 1:4 1:4
Escherichia coli ATCC 25922 1:2 1:2 - - - - 1:2 1:2*
Klebsiella pneumoniae ATCC 13899 1:4 1:4 1:2 1:2 1:2 1:2 1:4 1:4
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 1:4 1:2* 1:2 1:2* 1:2 1:2* 1:4 1:4
Staphylococcus aureus ATCC 25923 1:4 1:2 1:2 1:2* 1:2 1:2* 1:4 1:2

P16D2 - Trichoderma brevicompacutum, P4A — T. harzianum, P21C — T. inhamatum, P14C2 — T. tomentosum; (-
) ndo houve inibicdo; (*) efeito bacteriostatico

A interacdo de nanoparticulas de prata com bactérias Gram-negativas e Gram-positivas
é diferenciada, isso se deve principalmente pela espessura da parede celular. O tamanho das
nanoparticulas, o formato e a concentragéo séo fatores determinantes na eficacia antibacteriana
(ACHARYA et al., 2018; DONG et al., 2019; UGWOKE et al., 2019).

As AgNPs biossintetizadas neste estudo apresentaram atividade antibacteriana com
pequenas variagdes. Os tamanhos de 72,22 e 73,82 nm das nanoparticulas podem ter
influenciado nestes resultados, algo que foi constatado no estudo de Dong et al. (2019), onde a
medida que o tamanho das AgNPs aumentava, a CIM e a CBM também aumentavam, sendo de
respectivamente de 1,0 e 1,1 ug/mL no tamanho de 10 £ 5 nm, enquanto que no tamanho de 90
+5nmaCIMeaCBM foram de 11,5 ¢ 11,7 ug/mL. Elgorban et al. (2016) e EI-Waseif et al.
(2017) obtiveram zonas de inibicdo excelentes, acima de 20 mm, com AgNPs de T. viride e T.
harzianum, respectivamente. O tamanho das nanoparticulas obtidas ficou na faixa de 1-50 nm
e 5,33-29,46 nm, que por serem menores que as nanoparticulas obtidas neste estudo, podem ter
contribuido significativamente na atividade antibacteriana. O efeito antibacteriano mais
eficiente de AgNPS pequenas pode ser explicado pela facilidade destas em adentrar a célula
bacteriana.

O formato das AgNPs influencia na eficacia antibacteriana porque a area de superficie
de contato com a membrana celular muda, esse fato foi confirmado no estudo de Alshareef et
al. (2017), que observaram atividade antibacteriana mais eficiente de AgNPs com formato de
octaedro comparadas com as de formato esférico. No estudo de Cheon et al. (2019) nanodiscos
e nanoesferas de prata foram mais eficientes que nanotriangulos em ensaio contra E. coli. A
CIM de AgNPs esfeéricas foi menor quando comparada com nanobastdes no estudo de Acharya
et al. (2018). O formato das nanoparticulas obtidas neste estudo ndo pode ser determinado.

A concentracdo de AgNPs e do AgNOs influenciam significativamente na atividade

antibacteriana, pois & medida que estas concentracdes aumentam, o efeito antibacteriano tende
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a ser maior. Esse fato ocorreu com pequenas variagdes no estudo de Ibrahim e Hassan (2016),
porém foi mais expressivo no estudo de Pazos-Ortiz et al. (2017), onde a concentragdo de 100
mM de AgNOs promoveu zonas de inibi¢do acima de 34 mm.

A concentracdo de 1 mM de AgNOs utilizada neste estudo possibilitou a conversao
em AgNPs pelos fungos avaliados, sendo o T. harzianum P4A mais eficiente, 0 que permite
concluir que a otimizacdo dos parametros de biossintese, variando a concentracdo de AgNOs3 e
dos demais fatores, pode melhorar a eficicia antibacteriana deste e dos demais fungos.

Estudos in vitro como este tem demonstrado resultados promissores com AgNPs e
outras nanoparticulas metalicas, o que permite a realizacdo de pesquisa in vivo, para determinar
de fato como as nanoparticulas irdo funcionar. Shaalan et al. (2018) obtiveram sucesso em
ensaio com truta arco-iris desafiada com A. salmonicida subsp. salmonicida, onde néo
houveram sinais clinicos de infeccgéo, alteracdes histopatologicas ou mortalidade no grupo que
recebeu AgNPs como tratamento. No estudo de Vijayakumar et al. (2017) foi comprovada a
eficacia de uma terapia antibacteriana para controle de infecgdes por A. hydrophila em
Oreochromis mossambicus usando nanoparticulas de ouro revertidas pelo fucoidan,
polissacarideo oriundo de algas marinhas. A taxa de mortalidade de O. mossambicus infectados
foi acima de 90% enquanto que a mortalidade do grupo que recebeu as nanoparticulas de ouro
revestidas por fucoidan como tratamento foi menor que 30%. Em ensaio AgNPs na
concentracdo de 10 mg/L, Kanwal et al. (2019) constataram eficiéncia desta concentracdo no
controle de infeccdo causada por P. aeruginosa em Labeo rohita.

Apesar da nanotecnologia contribuir significativamente na otimizacédo de propriedades
de materiais, a sua aplicacdo na piscicultura e ciéncia animal como um todo tem caminhado
lentamente, apesar do aumento de pesquisas nessa area. 1sso faz com que novos estudos sejam
necessarios para determinar como utilizar nanoparticulas ou outros nanomateriais sem que
sejam tOXicos aos animais, visto que varios autores comprovam o potencial nanotdxico de
nanoparticulas, principalmente de nanoparticulas metalicas, algo que necessita de estudos mais
aprofundados levando em consideracdo a diversidade de espécies de peixes criadas em
cativeiro, além de comparar a toxicidade de nanoparticulas in vivo e definir a melhor aplicacédo
das mesmas na piscicultura (ALE et al., 2018; LIU et al., 2019; SRINIVASAN et al., 2019).
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6. CONCLUSOES

Todos as linhagens de Trichoderma spp. encontram-se viaveis, mesmo apos treze anos
de preservagédo. Os filtrados miceliais das quatro linhagens foram capazes de biossintetizar
nanoparticulas de prata. A linhagem T. harzianum P4A foi a que mais se destacou, sendo
detectada a biossintese a partir de 24 horas apds a incubacdo, enquanto as demais exibiram
mudanca de coloracdo a partir de 72 horas.

A caracterizacdo parcial confirmou a presenca de nanoparticulas de prata, 0 que
indicou que as nanoparticulas biossintetizadas por T. harzianum P4A apresentam boa
estabilidade, sdo monodispersas e possuem homogeneidade morfoldgica.

Todas as nanoparticulas apresentaram atividade antibacteriana, sendo observada
reducdo da atividade, além de efeitos bactericida e bacteriostatico. Diante disso, sdo necessarias
otimizacOes dos parametros de biossintese a fim de tornar a atividade antibacteriana mais
eficiente, além de realizar caracterizacdo fisico-quimica mais aprofundada destas

nanoparticulas.
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8. ANEXOS

Anexo 1 - Andlise de variéncia do ensaio antibacteriano com Trichoderma brevicompactum P16D2
Fonte de variacdo G.L. S.Q. Q.M. F p
Tratamentos 3 11670,177248  3890,059083  4824,678 0,0000*
Bactérias 19 706,706118 37,195059 46,131 0,0000*
Tratamentos x Bactérias 57 3532,562152 61,974775 76,865 0,0000*
Erro 160 129,005400 0,806284
Total 239 16038,450918
C.V. (%) = 10,77
Média geral: 8,3360833 NUmero de observacdes: 240

*efeito significativo de 1% (p<0,01); C.V. — coeficiente de variacdo

Anexo 2 - Andlise de variancia do ensaio antibacteriano com Trichoderma harzianum P4A

Fonte de variacdo G.L. S.Q. Q.M. F p
Tratamentos 3 7439,591002 2479,863667  3879,260 0,0000*
Bactérias 19 1709,289368 89,962598 140,729  0,0000*
Tratamentos x Bactérias 57 3443,281682 60,408451 94,497 0,0000*
Erro 160 102,281933 0,639262

Total 239 12694,443985

CV. (%) = 8,15

Média geral: 9,8052500 Numero de observacdes: 240

*efeito significativo de 1% (p<0,01); C.V. — coeficiente de variacdo

Anexo 3 - Analise de variancia do ensaio antibacteriano com Trichoderma inhamatum P21C

Fonte de variacdo G.L. S.Q. Q.M. F p
Tratamentos 3 12273,465741 4091,155247  4666,118 0,0000*
Bactérias 19 1088,100321 57,268438 65,317 0,0000*
Tratamentos x Bactérias 57 3777,862000 66,278281 75,593 0,0000*
Erro 160 140,284667 0,876779

Total 239 17279,712730

CV. (%) = 11,99

Média geral: 7,8082083 NUmero de observagdes: 240

*efeito significativo de 1% (p<0,01); C.V. — coeficiente de varia¢do

Anexo 4 - Andlise de variancia do ensaio antibacteriano com Trichoderma tomentosum P14C2

Fonte de variacao G.L. S.Q. Q.M. F p
Tratamentos 3 8233,200741 2744,400247  1588,226 0,0000*
Bactérias 19 1324,662658 69,719087 40,347 0,0000*
Tratamentos x Bactérias 57 3349,131450 58,756692 34,003 0,0000*
Erro 160 276,474600 1,727966

Total 239 13183,469450

CV. (%)= 14,29

Média geral: 9,1957917 NUmero de observagdes: 240

*efeito significativo de 1% (p<0,01); C.V. — coeficiente de variacdo
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Anexo 5 - Andlise de variancia da atividade antibacteriana das nanoparticulas de Trichoderma spp.

Fonte de variacdo G.L. S.Q. Q.M. F p
Tratamentos 5 9615,773470 1923,154694 1677,741 0,0000*
Bactérias 19 953,564701 50,187616 43,783 0,0000*
Tratamentos x Bactérias 95 3216,168352 33,854404 29,534 0,0000*
Erro 240 275,106267 1,146276

Total 359 14060,612790

C.V. (%)= 17,23

Média geral: 6,2135000 NUmero de observagdes: 360

*efeito significativo de 1% (p<0,01); C.V. — coeficiente de variacdo

Anexo 6 - Caracteristicas micromorfologicas de Trichoderma spp. Conidiéforos e conidios de
Trichoderma brevicompactum P16D2 (A, E); Trichoderma harzianum P4A (B, F); Trichoderma
inhamatum P21C (C, G); Trichoderma tomentosum P14C2 (D, H)

Fonte: Coelho, K. W. S. A. (2020)



