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RESUMO

Penicillium pedernalense F4B1 €& uma espécie fungica pouco explorada,
recentemente isolada de solo contaminado por petrdleo pelo Laboratério de
Tecnologia Microbiana da Universidade Federal Fluminense. Este trabalho teve
como objetivo avaliar o potencial biotecnoldgico dessa linhagem por meio de
ensaios antimicrobianos, antioxidantes e da biossintese de nanoparticulas de prata,
utilizando extratos brutos do meio de cultivo e da biomassa fungica. Os ensaios
antioxidantes in vivo foram realizados com a levedura Saccharomyces cerevisiae,
que é uma ferramenta para ensaio biolégico, uma vez que apresenta elevada
semelhanga com células de mamiferos superiores no sistema de defesa
antioxidante. Os resultados demonstraram a eficacia do extrato do meio de cultivo,
sob estresse oxidativo com H,0, 2 mM, que proporcionou uma média de 91,250 +
18,626 UFC de células viaveis, frente a 28,167 + 9,412 UFC do controle positivo
sob estresse oxidativo. O controle negativo sem o agente oxidante, corresponde a
112,167 = 12,469 UFC de células viaveis. Embora os extratos ndo tenham
apresentado atividade antimicrobiana direta, o extrato da biomassa foi capaz de
realizar a biossintese intracelular de AgNPs, processo inédito para esta espécie. A
formacao das nanoparticulas foi confirmada por espectrofotometria UV-Vis com
banda caracteristica entre 400 e 450 nm e sua caracterizagao foi realizada por
espalhamento dinamico de luz, indice de polidispersdo, potencial zeta por
espalhamento eletroforético e analise espectrofotométrica. As AgNPs sintetizadas
mostraram atividade antimicrobiana expressiva contra a bactéria Staphylococcus
aureus ATCC 25923, com halo de inibicao de 31 £ 1,0 mm, préximo ao obtido com
o controle positivo (ampicilina, 34,67 £ 0,58 mm). Os resultados obtidos reforgam o
potencial biotecnoldgico de P. pedernalense F4B1 na produgdo de compostos com
atividade antioxidante e antimicrobiana, abrindo novas perspectivas para

aplicagdes nas areas da saude e cosmética.

Palavras-chave: Fungos filamentosos; Antibacteriano; Antioxidante;

Nanoparticulas.



ABSTRACT

Penicillium pedernalense F4B1 is a little-explored fungal species, recently isolated
from petroleum-contaminated soil by the Microbial Technology Laboratory at the
Fluminense Federal University. This study aimed to evaluate the biotechnological
potential of this strain through antimicrobial, antioxidant assays, and the
biosynthesis of silver nanoparticles, using crude extracts from both the culture
medium and fungal biomass. The in vivo antioxidant assays were conducted using
the yeast Saccharomyces cerevisiae, which serves as a valuable biological model
due to its high similarity to mammalian cells in antioxidant defense systems. The
results demonstrated the efficacy of the culture medium extract under oxidative
stress with 2 mM H,O,, yielding an average of 91.250 + 18.626 CFU of viable cells,
compared to 28.167 £ 9.412 CFU in the positive control under oxidative stress.
Without the oxidizing agent, the negative control showed 112.167 + 12.469 CFU of
viable cells. Although the extracts did not show direct antimicrobial activity, the
biomass extract could promote intracellular biosynthesis of AgNPs—an
unprecedented finding for this species. Nanoparticle formation was confirmed by
UV-Vis spectrophotometry, with a characteristic absorption band between 400 and
450 nm. Their characterization was performed using dynamic light scattering,
polydispersity index, zeta potential via electrophoretic light scattering, and
spectrophotometric analysis. The synthesized AgNPs exhibited significant
antimicrobial activity against Staphylococcus aureus ATCC 25923, with an inhibition
zone of 31 £ 1.0 mm, close to the positive control (ampicillin, 34.67 + 0.58 mm). The
findings highlight the biotechnological potential of P. pedernalense F4B1 in
producing compounds with antioxidant and antimicrobial properties, opening new

perspectives for applications in the health and cosmetics sectors.

Keywords: Filamentous fungi; Antibacterial; Antioxidant; Nanoparticles.



1. INTRODUGAO

Os fungos filamentosos s&o microrganismos caracterizados por uma
morfologia complexa e altamente diversificada, o que justifica suas amplas
aplicagdes biotecnoldgicas em diversas areas, como a farmacéutica, a industria
téxtil e a biorremediacdo (BOL et al., 2021). Sua complexidade estrutural esta
diretamente relacionada a capacidade de produzir uma grande variedade de
compostos bioativos com diferentes propriedades e aplicagdes (OGAWA,;
MORENO-GARCIA; BARZEE, 2024).

Dentre as varias espécies fungicas, o género Penicillium se destaca
especialmente no campo saude (HOUBRAKEN et al., 2020). Esse género
possui grande relevancia historica, uma vez que a descoberta do primeiro
antimicrobiano descrito na literatura, a penicilina, foi proveniente de uma espécie
desse grupo. Desde entdo, Penicillium sp. tem sido amplamente estudado e
explorado para a obtencdo de novos metabdlitos secundarios com potencial
terapéutico, consolidando sua importancia na biotecnologia e na descoberta de
novos agentes bioativos (CORBU et al., 2023).

As moléculas bioativas (metabdlitos primarios e secundarios), produzidos
ou excretados pelo género Penicillium tém a cada dia despertado o interesse
cientifico. A riqueza de espécies desse género multiplica as possibilidades, uma
vez que cada uma tem a sua particularidade em gerar metabolitos especificos
(ROSHKA et al., 2025). Esse € um dos principais fatores que despertam o
interesse da comunidade cientifica na prospec¢ado de novos microrganismos
com potencial biotecnoldgico (BISHNOI et al., 2024).

Nesse contexto, destaca-se a espécie Penicillium pedernalense. Essa
espécie foi identificada primeiramente por Laich e Andrade (2016) a partir de
uma amostra coletada em area de compostagem na regido de Pedernales,
Equador. Até o presente momento, sdo escassos os estudos que investigam
aplicagoes biotecnolégicas dessa espécie especifica.

Recentemente, uma linhagem de P. pedernalense foi isolada pelo grupo
do Laboratério de Tecnologia Microbiana (LTM) da Universidade Federal
Fluminense (UFF) a partir de um solo contaminado com petroleo bruto.

Observou-se, nesse isolamento, a capacidade do microrganismo em crescer



utilizando o diesel como fonte de carbono. Isso indica, um potencial para
aplicagado em processos de biorremediacdo (BLANC; DUARTE; FIAUX, 2024).

Considerando que o género Penicillium é amplamente conhecido por sua
capacidade de produzir compostos bioativos com interesse farmacéutico, e
levando-se em conta o ineditismo dos estudos com P. pedernalense, bem como
o isolamento de uma linhagem em territorio nacional, o presente estudo propde-
se a contribuir com a caracterizagao biotecnologica desta espécie.

As etapas da pesquisa contemplam a producado do extrato fungico, a
biossintese de nanoparticulas de prata a partir desse extrato, além da avaliagcéao
de sua atividade antimicrobiana e antioxidante, para uma possivel aplicagao nas
areas industriais farmacéuticas e cosméticas. O uso de linhagens microbianas
isoladas em territorio brasileiro reforgca a importdncia da valorizagdo da
biodiversidade nacional e o fortalecimento da soberania cientifica sobre os

produtos desenvolvidos a partir de recursos genéticos.

1.1 FUNGOS FILAMENTOSOS

Os fungos filamentosos sdao um grupo diverso de microrganismos
eucariontes que possuem uma morfologia complexa e diversificada.
(MUSTAFA; ANWER; ZRARY, 2023).

As células fungicas, em geral, sdo constituidas por uma membrana
plasmatica e por organelas que se encontram dispersas no citoplasma. Além
disso, € revestida por uma camada protetora externa, a parede celular,
composta principalmente por quitina e B-glicana que além de protegao, é
responsavel pelo formato e comunicagéo intercelular. (GOW; LENARDON,
2023). As células dos fungos filamentosos possuem um formato alongado, com
diametro que pode variar de 2-5 micrometros (um) de espessura (LINDSAY;
KINGHORN; RAKOTONDRAIBE, 2023). Essas células alongadas sao
chamadas de hifas, em estruturas de rede intrincadas (micélio), que sao
observaveis a olho nu (NOSALJ et al., 2021).

Sua reprodugao pode ser sexuada ou assexuada (WILSON et al., 2021).
Na reprodugdo sexuada podem ser verificadas trés etapas principais:
plasmogamia, na qual ocorre a fusdo do citoplasma dos micélios; cariogamia,

na qual os nucleos haploides se fundem, formando células dipldides; e, por fim,
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a meiose, que gera células com maior diversidade genética (FRANCO-CANO et
al., 2021).

A reproducao assexuada nos fungos pode ocorrer por meio de diferentes
estruturas especializadas, destacando-se, entre elas, os esporangiosporos e 0s
conidios (SENANAYAKE et al, 2022). Os esporangidésporos S&80 esporos
produzidos no interior de uma estrutura em forma de saco denominada
esporangio. Apds o amadurecimento, esses esporos sao liberados no ambiente
e, ao encontrarem condi¢des favoraveis, germinam, dando origem a um novo
micélio. Observados comumente em fungos do filo Zygomycota (HERMOSILLA
et al., 2023).

Os conidios sao formados externamente em estruturas especializadas
denominadas conidiéforos, comumente observadas em fungos dos filos
Basidiomycota e Ascomycota, como o utilizado no presente estudo (IVERSON,;
EHRENFELD, 2023). Esses conidioforos podem surgir de forma isolada ou
organizados em corpos de frutificacdo definidos, variando de acordo com a
espécie fungica. Os conidios sdo formados por mitose e, embora ndo envolvam
recombinacdo genética, desempenham um papel crucial na rapida
disseminagdo do fungo e na colonizacdo de novos ambientes, mesmo em
condigdes adversas (BISEN, 2020).

Os fungos filamentosos se desenvolvem de forma diferente, dependendo
do tipo de meio de cultivo. Considerando os cultivos industriais ou tecnolégicos,
o0 meio de cultivo pode se apresentar em estado sélido ou liquido. No caso do
estado liquido, o fungo pode crescer de duas formas, dependendo se ha
agitacao ou nao. No processo em superficie, no qual ndo ha agitagao, o micélio
cresce de forma dispersa na superficie do meio liquido. No processo em
submerso, o fungo cresce na forma de pellets, pequenos aglomerados esféricos
de micélio (GRECO-DUARTE et al., 2023).

O cultivo em estado solido € amplamente utilizado em escala laboratorial
e industrial, sobretudo por se assemelhar as condicdes naturais de crescimento
desses microrganismos e por sua viabilidade econdmica (CHILAKAMARRY et
al., 2022). Essa técnica consiste na utilizagéo de substratos s6lidos com baixa
umidade, frequentemente residuos agroindustriais, que funcionam
simultaneamente como fonte de nutrientes e suporte fisico para o
desenvolvimento do fungo (MOLELEKOA et al., 2021).



Apesar de suas vantagens iniciais, o cultivo em estado solido apresenta
limitagdes consideraveis quando se objetiva a produgdo em escala industrial
(TROIANO et al. 2020). Dentre os principais desafios técnicos estao o controle
nao uniforme de parametros criticos como temperatura, umidade, pH e oxigénio,
0 que pode comprometer o rendimento e a reprodutibilidade dos processos
(WANG et al., 2023). Além disso, a limitagcado da difusdo de nutrientes torna esse
cultivo menos adequado para aqueles de alta performance e processos que
exigem monitoramento constante (SCHRAMM et al., 2022).

Em contrapartida, o cultivo submerso tem sido majoritariamente usado
para a producéo de metabdlitos secundarios e compostos de valor agregado em
larga escala como enzimas, antibidticos e vitaminas (BISHNOI et al., 2024).
Essa técnica envolve o cultivo dos microrganismos em meio liquido, em
sistemas com agitacdo e aeragdo controladas, permitindo uma melhor
homogeneizagao do cultivo e maior controle dos parametros fisico-quimicos ao
longo do processo (ROUSTA et al., 2021). O cultivo submerso também facilita a
automagao, a recuperacdo do produto e o desenvolvimento de processos
industriais reprodutiveis e padronizados, tornando-se uma alternativa
estratégica em bioprocessos industriais (CAO et al., 2024).

O presente trabalho utilizou o sistema submerso para o cultivo de
Penicillium pedernalense F4B1, com o objetivo de produzir extratos brutos com

potencial bioativo.

1.1.1 FORMAGAO DOS PELLETS FUNGICOS

No sistema de cultivo submerso, os fungos filamentosos podem assumir
diversas estruturas morfologicas, porém as mais comuns incluem micélios
aglomerados em formato esféricos compactos chamados de pellets, que é a
alternativa mais rentavel para o processo de cultivo desses microrganismos
(CERRONE E O’'CONNOR, 2025).

Os pellets fungicos sao estruturas esféricas formadas por micélios
densamente entrelacados, o que simplifica a separagao da biomassa do meio
de cultivo (TEIXEIRA et al., 2023a). A estrutura filamentosa fungica formada
pelos pellets, fornece vantagens na simplificacdo do processo de coleta da

biomassa, como por exemplo filtragcdo (AKANIRO et al., 2023).



A formacdo de pellets pode ser classificada em dois processos de
aglomeracgao: coagulativo e ndo coagulativo (ZHANG et al., 2023). Nos pellets
coagulativos, como ocorre em Aspergillus niger e Penicillium oxalicum, os
esporos se aglomeram logo apdés a inoculagdo, devido a interagdes
eletrostaticas e salinas entre os polissacarideos da superficie da parede celular,
além da hidrofobicidade das proteinas presentes na superficie dos esporos
(MULLER et al., 2022).

Nos processos de formagdo de pellets classificados como néao
coagulativos, observa-se que a germinagao das hifas ocorre anteriormente a
agregacao micelial, o que implica que, teoricamente, um unico esporo pode dar
origem a um pellet isolado (DINIUS et al., 2024). Um exemplo representativo
deste padrdao morfologico € observado em Trichoderma reesei, conforme
descrito por Fitz et al., 2019.

O formato esférico dos pellets esta diretamente associado ao tipo de
aglomeracao fungica, porém também sofre influéncia significativa da
intensidade da agitacao (rotacdo) e da taxa de aeracao aplicadas durante o
cultivo submerso (MIYAZAWA et al., 2022). A agitacdo no cultivo submerso
desempenha um papel essencial na formacdo e no tamanho dos pellets
fungicos; quando a agitacdo nao € constante, os pellets ndo se tornam
compactos, o que pode influenciar diretamente o crescimento e a produtividade
dos microrganismos (FA'IS; CHINDYASTUTI; ILMI, 2024).

A velocidade da agitacdo é um fator determinante, pois uma agitacéo
vigorosa pode gerar pellets de menor diametro e mais numerosos, aumentando
a area de contato com o meio. No entanto, essa alta taxa de agitacdo pode
elevar a probabilidade de cisalhamento, resultando na fragmentagéo ou ruptura
total dos pellets (LIU et al., 2021).

Um exemplo classico dessa relacao entre agitacdo e formacgao de pellets
€ Aspergillus niger, amplamente utilizado na produgao de acido citrico (BUFFO
et al., 2020). Para alcangcar um alto rendimento, é necessario que os pellets
tenham um didmetro de 0,2-0,8 mm, densos e altamente ramificados,
garantindo uma maior eficiéncia no processo. O cultivo em escala industrial
deste composto gera cerca de 80.000 toneladas anuais de pellets como
subproduto, abrindo possibilidades para aplicagdes alternativas (CABRERA-
BARJAS et al., 2020).



Outra espécie fungica cujo didmetro dos pellets favorece seu rendimento
€ o Penicillium chrysogenum, um dos principais produtores de penicilina.
Embora possua outras aplicagdes biotecnologicas, a produgado de penicilina
continua sendo sua maior aplicabilidade, seus pellets variam de 0,1 a 1 mm
(SAWANT; NAVALE; VAMKUDOTH, 2023).

Abdel Kareem et al. (2024 ) realizaram um estudo sobre a biotransformacéo
da progesterona no composto anticancer testololactona por Penicillium
chrysogenum, utilizando um cultivo submerso com formacgao de pellets para
promover a biotransformagdo. Kazemian et al. (2023) conduziram um
experimento para avaliar o potencial de micolixiviagdo desse fungo.

O pH do meio de cultivo é outro fator que tém um impacto significativo na
morfologia dos esporos (MUSTAFA; ANWER; ZRARY, 2023). O crescimento
das hifas ocorre de forma polarizada, sendo que os esporos fungicos geralmente
apresentam cargas negativas em sua superficie, as quais sao influenciadas pelo
pH do meio e pela forga idnica (CAQO et al., 2024).

Hermandez-Cruz et al. (2024) realizaram um experimento exploratério com
Rhizopus stolonifer com o objetivo de investigar a influéncia do pH na formagao
de pellets. Os resultados demonstraram que os cultivos mantidos entre os
valores de pH 5,0 e 7,0 apresentaram os maiores diametros de pellets, indicando
que essa faixa favorece o crescimento micelial organizado em estruturas
compactas.

Complementarmente, Buffo et al., (2020) estudaram a relagdo entre a
velocidade de agitagdo e a cinética de fragmentagao de pellets em cultivos
submersos de Aspergillus niger. Os autores observaram que o aumento da
velocidade de rotacdo resultou em uma reducao no diametro dos pellets, além
de promover maior cisalhamento das hifas. Esses dados sugerem que a
agitacdo intensa, embora favoreca a homogeneizacdo do meio, pode
comprometer a integridade estrutural dos pellets, levando a formagéao de
unidades menores e menos coesas.

Tais achados reforgcam a importancia do controle das condi¢des de cultivo
para a padronizagdo morfolégica dos fungos filamentosos, especialmente em
processos industriais que visam a produgao de metabdlitos secundarios e

biomassa fungica com caracteristicas especificas.



1.2 GENERO PENICILLIUM

Em 1809, Johann Link foi o primeiro a introduzir a denominagao
Penicillium, que vem do Latim penicillus, “pincel”, traduzido de forma literal
‘pequena cauda”. O nome foi dado em referéncia a estrutura do conidiéforo, que
lembra um pincel. A Figura 1 ilustra a arquitetura morfolégica do Penicillium
pedernalense F4B1. (AKANIRO et al., 2023; PANGGING; NGUYEN; LEE,
2021).

Figura 1 - Hifas de Penicillium pedernalense F4B1, coradas com azul de metileno.
Aumento de 400x. A seta mostra a estrutura do conidiéforo com os esporos

(conidios). Imagem autoral.

O género Penicillium e subgéneros da familia Aspergillaceae, séo
reconhecidos por sua versatilidade microbiana, englobando espécies capazes
de sintetizar uma ampla diversidade de metabdlitos secundarios bioativos. (ALl
SHAH et al., 2022; ARAUJO SILVA FILHO 2023). Esse género apresenta

diversas aplicacdes, especialmente em contextos biotecnoldgicos (Tabela 1).



Tabela 1- Aplicagdes do género Penicillium.

Espécie

Penicillium chrysogenum

Atividade biolégica dos

Metabolitos

Anti-inflamatodria; antibiética

Referéncia

(BARREIRO,
ALBILLOS;
GARCIA-
ESTRADA, 2024;
ZHU et al., 2024)

Penicillium rubens Antibiotica (SAWANT,
NAVALE;
VAMKUDOTH,
2023)
Penicillium thomii Anticancer (AFIYATULLOV et
al., 2017)
Penicillium expansum Anticancer (YUNIANTO et
al., 2014)
Penicillium citrinum Micotoxina (JHA; RABHA,
2017)
Penicillium waksmanii Antitumoral e Neurotrépica (KOZLOVSKY;

ZHELIFONOVA;
ANTIPOVA, 2013)

Na lista de espécies aceitas, mais de 350 espécies identificadas

taxonomicamente foram incluidas no género Penicillium, tendo a listagem atual

483 espécies aceitas (HOUBRAKEN et al., 2020).

Esse género tem se

distribuido em diversas partes do mundo, entre elas Asia, Europa e Africa, além

dos lugares mais frios do Planeta Terra. (ROSHKA et al., 2025)

Segundo o site the global biodiversity information facility (GBIF), rede

internacional de infraestrutura de dados financiada por diversos governos do

mundo que rastreia todas as publicacdes e banco de dados dos organismos

vivos, existem aproximadamente 247.744 ocorréncias de registros das espécies

do género Penicillium no mundo (Figura 2). O Brasil € o pais com mais



ocorréncia de registro (35.755), seguido da Australia (28.776) e Reino Unido
com 18.931. Por continente, a Europa lidera com 73.365 registros e em segundo
a América do Sul com 52.343 (https://www.gbif.org/ acessado 25/02/2025).

pa <

Figura 2 — Mapa do GBIF contendo ocorréncias sinalizadas de registros das espécies do

género Penicillium (https://lwww.gbif.org/ acessado 25/02/2025).

Esse género compreende diversas espécies amplamente distribuidas
globalmente, ocorrendo em distintos ambientes, incluindo solo, ar, ambientes
internos, ecossistemas marinhos e produtos alimenticios. As analises dessas
espécies tém resultado na identificacdo de compostos de diversas classes
estruturais, muitos dos quais apresentam bioatividades distintas e potencial
biotecnolégico (NOBREGA et al., 2024).

Dentre os fungos filamentosos, o Penicillium ganhou relevancia medicinal
ha mais de nove décadas, quando, em 1928, Alexander Fleming observou que
uma cepa fungica, posteriormente identificada como Penicillium notatum
Westling, havia contaminado uma colénia da bactéria Staphylococcus e
demonstrava a capacidade de inibir seu crescimento (CHHABRA; TAKSANDE;
MUNJEWAR, 2024). Essa descoberta marcou o inicio das investigagbes sobre
0s compostos antimicrobianos produzidos por esse género fungico (ALMALLAH
et al., 2021).

O avango médico associado a descoberta da penicilina impulsionou
intensos esforgos de pesquisa voltados para o género Penicillium, com o

objetivo de otimizar suas vias biossintéticas e aumentar a producdo desse
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antibidtico (ALSEHLI et al., 2025). Atualmente, sua aplicacdo industrial
transcende o uso farmacéutico, abrangendo também a formulagcdo de
pesticidas, agentes biorremediadores e outras finalidades. Além disso, novas
espécies estdo sendo continuamente identificadas, demonstrando um amplo

potencial para diversas aplicagdes biotecnoldgicas (CARVALHO, et al., 2021).

1.2.1 PENICILLIUM PEDERNALENSE F4B1

Penicillium pedernalense, € um ascomyceto do género de Penicillium do
subgénero Aspergilloides segédo Lanata-Divaricata. Foi identificado em 2016 a
partir de isolados obtidos de composteiras contendo uma mistura de lascas de
madeira, esterco bovino e cabecas de camardo-branco, na regidao de
Pedernales, Equador. Por se tratar de uma espécie recentemente descrita, seu
potencial biotecnolégico ainda € pouco explorado (LAICH; ANDRADE, 2016).

Os estudos encontrados na literatura que mencionam P. pedernalense
concentram-se majoritariamente em aspectos relacionados a biodiversidade,
evidenciando sua ampla distribuicdo ecoldgica. Essa espécie ja foi isolada de
solos &cidos na China; em manguezais na india; de solos na Indonésia; de
turfeiras na Malasia; de cascas de Passiflora cincinnata; e de anuros coletados
em Pernambuco, Brasil (ALl et al., 2021; PRAMISANDI et al., 2021).

A espécie Penicillium pedernalense ainda € pouco explorada na literatura
cientifica no que diz respeito as suas aplica¢des biotecnoldgicas. Até o presente
momento, apenas quatro estudos foram identificados com foco nesse tipo de
abordagem. Pramisandi et al., (2021) demonstraram o potencial antimalarico do
alcool gentisilico, um metabdlito isolado dessa espécie fungica.

Noman et al., (2022) utilizaram os metabdlitos secundarios presentes no
sobrenadante do cultivo de P. pedernalense na biossintese de nanoparticulas
de prata, as quais apresentaram atividade significativa na inativacéo de esporos
de Aspergillus aculeatus. Lin et al., (2024) relataram a capacidade dessa
espécie na producdo de glicina-prolina ciclica, um composto de interesse
farmacoldgico. Blanc et al., (2024) avaliaram a eficiéncia de P. pedernalense em
processos de biorremediacdo, especificamente em solos contaminados com

diesel. Esses estudos evidenciam o potencial biotecnolégico da espécie,
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embora ainda sejam necessarias investigagdes mais aprofundadas para ampliar
o conhecimento sobre seus metabdlitos e aplicagdes.

O presente estudo teve como ponto de partida as investigagoes
realizadas por Blanc et al., (2022), que isolaram a linhagem fungica Penicillium
pedernalense F4B1 a partir de uma amostra de solo com 47% de umidade,
coletada em uma area impactada por derramamento de petréleo bruto no
municipio de Silva Jardim, estado do Rio de Janeiro. O isolamento foi realizado
pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Tecnologia Microbiana (LTM),
vinculado a Universidade Federal Fluminense (UFF).

No referido estudo, os autores demonstraram o potencial dessa linhagem
para a degradacao de componentes presentes no oleo diesel, evidenciando sua
relevancia em processos de biorremediacédo ambiental. Importante destacar
que, até o momento, ndo ha registros na literatura cientifica de qualquer
associagdo de patogenicidade com essa espécie fungica, conforme também
relatado por Pramisandi et al. (2021).

O género Penicillium é amplamente reconhecido pela capacidade de
produzir substancias Dbioativas, incluindo compostos antimicrobianos,
antioxidantes e inseticidas (ZAKARIYA; MAJEED; JUSOF, 2022). A biossintese
desses metabdlitos € altamente especifica para cada espécie, caracteristica
que, historicamente, foi utilizada como critério para identificacdo de
microrganismos antes do advento das técnicas de biologia molecular. A
capacidade de producdo de compostos bioativos varia entre as espécies,
tornando essencial a investigacdo de novas linhagens quanto ao seu potencial
biotecnoldgico (BOL et al., 2021).

A linhagem P. pedernalense F4B1 utilizada neste estudo foi isolada
durante pesquisas conduzidas no LTM/UFF, o que reforca o interesse em sua
investigacdo. A variabilidade do metabolismo secundario entre linhagens
isoladas de diferentes regides geograficas pode resultar na descoberta de novos
compostos bioativos com aplicacdes industriais e farmacéuticas. Ademais, o uso
de linhagens nacionais contribui para a valorizagao da biodiversidade brasileira
e assegura a soberania sobre os produtos desenvolvidos, em conformidade com
a Convencao sobre Diversidade Biologica (Ministério do Meio Ambiente

Disponivel: https://www.gov.br/mma/pt-br/assuntos/biodiversidade/convencao-

sobre diversidade-biologica. Acessado em 23/01/2025).
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Diante da recente descricdo dessa espécie, do seu potencial para a
producdo de metabdlitos bioativos e da escassez de estudos que explorem suas
aplicagdes biotecnoldgicas, pesquisas adicionais sao necessarias. Esses
estudos podem trazer contribuigdo néo apenas para o avango do conhecimento
cientifico, mas também para o desenvolvimento de produtos de interesse

estratégico para o Brasil.

1.3 COMPOSTOS BIOATIVOS PRODUZIDOS PELO GENERO
PENICILLIUM

1.3.1 Metabdlitos Primarios e Secundarios

Metabdlitos sdo os bioprodutos formados pelo metabolismo celular.
Possuem funcgdes diversificadas como conversao de energia e atividade de
cofator (POBIEGA et al., 2024). Metabdlitos primarios sdo um tipo de metabalito
que esta diretamente envolvido nos processos fundamentais de crescimento,
desenvolvimento e reprodugdo dos organismos. Esses metabdlitos,
frequentemente denominados metabdlitos centrais, apresentam sua sintese e
funcdo restritas, predominantemente, a células ou organismos em fase de
crescimento ativo (CHROUMPI; MAKELA; VRIES, 2020).

Metabdlitos secundarios sdo moléculas de estrutura mais complexa que os
metabdlitos primarios, que nao desempenham um papel essencial no
crescimento dos organismos que os sintetizam. No entanto, estdo
frequentemente envolvidos em interagdes ecologicas especificas, sendo
associado ao modo de vida especializado de diversos fungos (DROTT et al.,
2020).

Os metabdlitos secundarios fungicos séo categorizados em quatro
principais familias quimicas: terpendides, policetideos, peptideos néo
ribossémicos, e hibridos de peptideos/policetideos (NAWROT-CHORABIK;
SULKOWSKA; GUMULAK, 2022). Os terpendides incluem substancias com
propriedades antimicrobianas e antioxidantes; os policetideos abrangem
antibidticos e pigmentos bioativos; os peptideos nédo ribossémicos incluem

importantes farmacos como a ciclosporina e a penicilina; e os hibridos
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combinam caracteristicas de peptideos e policetideos, ampliando sua
diversidade estrutural e funcional (CONRADO et al., 2022).

A capacidade dos fungos filamentosos de produzir essa variedade de
metabolitos secundarios ressalta seu potencial biotecnoldgico, incentivando a
busca por novas espécies e condi¢cdes de cultivo que favoregam a biossintese
de compostos com aplicagdes inovadoras. (GONG; ZHANG,; LIU, 2023).

1.3.2 ANTIMICROBIANOS

A disseminagdo de microrganismos resistentes a multiplos antibioticos
representa um desafio significativo para a saude publica global. Diante desse
cenario e da crescente preocupagao com os custos associados a assisténcia
médica, a busca por novos agentes antimicrobianos eficazes, que minimizem a
resisténcia microbiana e sejam economicamente viaveis, tem sido um foco
central de diversas pesquisas cientificas (HERMOSILLA et al., 2023).

Antimicrobianos sdo substancias empregadas para eliminar ou inibir o
crescimento de bactérias. Os antibidticos, que podem ser moléculas organicas
naturais ou sintéticas, tém eficacia contra esses microrganismos. Utilizados
frequentemente como uma forma de tratamento no organismo humano, eles
desempenham um papel crucial na protecao contra infec¢gdes bacterianas e
fungicas (MURRAY et al., 2022).

Um aumento extensivo na resisténcia a antibiéticos devido a persisténcia
sustentada de bactérias resistentes esta se tornando uma séria ameaca a saude
publica em todo o mundo (LAI et al., 2023). Essa situacdo é agravada pela
gueda na producdo de medicamentos desde o final da década de 1960 apods o
aparecimento de cepas resistentes a meticilina, além dos longos processos
necessarios para testar e aprovar novos tratamentos pelas autoridades
regulatorias (ALSHEIKH et al., 2020).

O declinio na introducao de novos antibiéticos, combinado com o aumento
global da resisténcia antimicrobiana (RAM), destaca a urgéncia de desenvolver
planos de acao eficazes para o tratamento de infecgbes microbianas. Manter a
eficacia dos antibidticos existentes e investir na descoberta de novos
medicamentos pode contribuir de forma significativa para as iniciativas globais
e programas que visam combater a RAM (ISKANDAR et al., 2022).
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Os desafios na descoberta de antibidticos vao além das limitagdes técnicas
e econdbmicas. Diversas iniciativas publicas, privadas e publico-privadas tém
sido realizadas para incentivar a pesquisa e o desenvolvimento de novos
antibioticos, mas € necessario que essas iniciativas sejam priorizadas de
maneira eficiente (ZHU; HUANG; YANG, 2022). A resisténcia adquirida é uma
preocupacgao crescente de saude publica, resultante do uso excessivo de
antibidticos pelo ser humano, o que leva a selecao de genes resistentes
(WALUYO et al., 2021)

A busca por novas substéncias, ou compostos com atividade
antimicrobiana, € uma das principais estratégias na luta contra a RAM. Desde a
década de 1980, os antibiéticos langados no mercado tém sido, em sua maioria,
modificagdes ou melhorias de moléculas ja existentes (ZHU; HUANG; YANG,
2022). A Organizagado Mundial da Saude (OMS) descreve o cenario atual como
preocupante, alertando para a escassez de novas alternativas
(SERWECINSKA, 2020).

Uma analise quantitativa e qualitativa das estruturas pré-clinicas e clinicas,
revela que poucos antibidticos tém potencial para serem langados nos proximos
anos, sendo que, em grande parte, esses ndo atendem aos critérios inovadores
necessarios para combater a disseminacdo da RAM (BOTTERY; PITCHFORD;
FRIMAN, 2021). A diversidade e a inovagao sao fundamentais para enfrentar a
rapida evolucdo da resisténcia antimicrobiana. A descoberta e o
desenvolvimento de antibiéticos devem abordar tanto a resisténcia aos
medicamentos antigos quanto aos novos (CHRISTAKI; MARCOU; TOFARIDES,
2020).

A descoberta de antibidticos, como foi relatado, €& extremamente
necessaria e essencial para enfrentar a crescente da RAM. Por exemplo, as
bactérias Staphylococcus aureus (gram-positiva) e Escherichia coli (gram-
negativa), embora fagam parte da microbiota natural de humanos e animal de
forma comensal, podem causar infecgdes graves dependendo de fatores como
a imunidade do hospedeiro e a viruléncia da cepa (ALHUMAID et al., 2021).

Staphylococcus aureus é amplamente conhecido por sua associagdo com
infecgdes crdnicas e recorrentes, incluindo feridas, infec¢gdes do trato nasal,

infecgcdes de tecidos moles e dermatite atépica. Destaca-se por sua notavel
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capacidade de desenvolver resisténcia a antibioticos, representando um desafio
significativo para o tratamento clinico (KAKOULLIS et al., 2021).

Essa bactéria pode apresentar resisténcia a diversas classes de
antimicrobianos, sendo um dos principais desafios na pratica clinica. Entre as
principais classes de antibidticos aos quais S. aureus pode desenvolver
resisténcia estdo: beta-lactamicos; glicopeptideos; tetraciclinas; sulfonamidas e
fluoroquinolonas. A resisténcia de Staphylococcus aureus a multiplas classes de
antimicrobianos reforca a necessidade de uso criterioso de antibiéticos para
evitar a disseminagao de cepas multirresistentes (TWOMEY et al., 2024).

A bactéria Escherichia coli € uma das principais causadoras de infec¢des
gastrointestinais. Em geral, apresentam alta resisténcia aos antibioticos beta-
lactamicos. Isso ocorre porque esses antibidticos tém uma estrutura semelhante
a da transpeptidase, enzima responsavel por conferir rigidez a parede celular
bacteriana (FISHER; MOBASHERY, 2021). No entanto, a composi¢do da
parede e da membrana celular dessas bactérias dificulta a passagem dos
antibidticos através das porinas (aberturas especificas nas membranas) e sua
ligacdo as proteinas receptoras bacterianas, conhecidas como proteinas
ligadoras de penicilina (PBPs) ou transpeptidases, impedindo sua inativagao
(JUBEH; BREIJYEH; KARAMAN, 2020).

O género Penicillium, composto por diversas espécies flungicas,
representa uma fonte promissora de compostos quimicos bioativos com
potencial aplicagdo farmacolégica (MUHAMMAD et al., 2024). Dentre as
especies pertencentes a esse género, Penicillium chrysogenum destaca-se por
seu papel historico e cientifico como um dos principais produtores naturais de
penicilina, antibiético amplamente utilizado no combate a infecgdes bacterianas
(SHAABAN et al., 2023). Além da penicilina, diversos outros metabdlitos
secundarios tém sido isolados de P. chrysogenum, os quais apresentam
propriedades que podem contribuir para a potencializacdo da acao
antibacteriana, configurando-se como alternativas  estratégicas no
enfrentamento a crescente resisténcia bacteriana (TOGHUEO; BOYOM, 2020).

A resisténcia antimicrobiana agrava essas infecgdes, tornando essas
bactérias as principais responsaveis pelas mortes associadas a resisténcia no

mundo. As industrias farmacéuticas tém buscado alternativas para potencializar
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a acado de compostos bioativos antimicrobianos, no combate da RAM, e uma

dessas alternativas é a utilizacdo dos nanomateriais (BUDEA et al., 2023).

1.3.3 ANTIOXIDANTES

Os antioxidantes sdo substancias que ajudam a proteger as células do
organismo contra os danos causados pelos radicais livres, moléculas instaveis
produzidas naturalmente pelo metabolismo ou por fatores externos, como
polui¢ado, radiacao e alimentagao inadequada. Esses radicais livres podem levar
ao estresse oxidativo, um processo que esta associado ao envelhecimento
precoce e ao desenvolvimento de diversas doencas, como cancer, doengas
cardiovasculares e neurodegenerativas (PRUDENCIO DE SOUZA et al., 2023).

Os radicais livres sao espécies quimicas caracterizadas pela presencga de
pelo menos um elétron desemparelhado em seus orbitais externos, conferindo-
Ihes alta reatividade e a capacidade de transferir elétrons para moléculas
adjacentes (VATNER et al., 2020).

O oxigénio, € uma molécula altamente reativa, pode sofrer redugdes
parciais, dando origem as espécies reativas de oxigénio (EROs). Entre os
principais radicais livres de interesse biolégico, destacam-se o radical
superoéxido (O,7), o radical hidroperoxila (HO,) e o radical hidroxila (OH). Este
ultimo é considerado um dos mais reativos dentro do grupo das EROs (LOPEZ-
MORENO et al., 2023; RAJOKA et al., 2021).

Embora as EROs desempenhem papéis fundamentais em processos
fisiologicos, como apoptose, imunidade e sinalizag&o celular, o excesso dessas
espécies reativas, frequentemente causado por fatores ambientais como
radiacao UV, poluentes e tabagismo, pode desencadear estresse oxidativo, que
€ o desequilibrio entre a produgdo de radicais em um organismo, e sua
capacidade reduzida de desintoxicagdo (ASSALVE et al., 2024).

O excesso de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) pode ser
prontamente neutralizado por mecanismos de defesa antioxidante, garantindo a
manutengao do equilibrio redox, um estado fundamental para a homeostase dos
organismos vivos. No entanto, quando ocorre um desequilibrio, resultante da
insuficiente neutralizagdo das EROs por processos endégenos e exdgenos, leva
a inducao do estresse oxidativo (GARCIA et al., 2023)
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O desequilibrio entre a producdo de EROs e as defesas antioxidantes
compromete componentes celulares, como proteinas, lipidios e DNA, e esta
associado a diversas doencas, incluindo disturbios metabdlicos, cancer,
doengas neuroldgicas e cardiovasculares, infertilidade e envelhecimento. Por
isso, a reducao do estresse oxidativo € amplamente considerada benéfica para
a saude humana (HAYES; DINKOVA-KOSTOVA; TEW, 2020).

Os antioxidantes podem ser encontrados em diversos alimentos,
principalmente em frutas, legumes, verduras e oleaginosas, e incluem vitaminas
como a vitamina C e a vitamina E, além de compostos como flavonoides,
carotenoides e polifendis. O organismo também produz antioxidantes
enddgenos, como a glutationa e as enzimas superoxido dismutase e catalase
(GONZALES; VILLENA; KITAZONO, 2021).

Os fungos filamentosos representam uma promissora fonte de exploragao
para a obtencdo de metabdlitos secundarios com expressivas atividades
antioxidantes (MEINI et al., 2021). Apresentam vantagens biotecnoldgicas
significativas para a producdo de antioxidantes naturais, destacando-se pela
rapida taxa de crescimento, viabilidade econdmica, formacédo de pellets que
facilitam o processamento (CHAKRABORTY; MAJUMDAR; BHOWAL, 2021).

1.4 NANOPARTICULAS DE PRATA

A industria farmacéutica tem direcionado esforgos significativos para o
desenvolvimento de novos antibiéticos com mecanismos de acao mais eficazes
e especificos, visando inibir processos essenciais a sobrevivéncia bacteriana,
como a replicacdo do DNA, a sintese proteica e a formacgao da parede celular
(PRYSHCHEPA; POMASTOWSKI; BUSZEWSKI, 2020). Esses avangos
buscam nao apenas ampliar o espectro de acao das moléculas antimicrobianas,
mas também superar os desafios impostos pela crescente resisténcia
bacteriana aos antibitticos tradicionais (CRISAN et al., 2021).

A nanotecnologia representa uma revolugdo no campo médico e
cientifico, impulsionando avangos significativos em diversas areas (SHINDE et
al., 2022). O desenvolvimento de nanomateriais tem otimizado tecnologias
voltadas para imagens moleculares, terapia celular, engenharia de tecidos,

biorremediacao, tratamento de residuos na agua, administragcédo direcionada de
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farmacos, tratamento do cancer, cicatrizagdo de feridas e transferéncia génica
(ABBASI et al., 2023). Aléem disso, seu potencial antimicrobiano tem sido
amplamente explorado, destacando-se como uma estratégia promissora para o
controle de infecgbes bacterianas. A nanotecnologia tende a continuar a
desempenhar um papel fundamental no desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas e biomédicas (ALl et al., 2025).

As propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas desempenham um
papel critico na citotoxicidade. Fatores como a composi¢ao, o tamanho, a area
de superficie e a funcionalizagdo da superficie (por meio de agentes de
encapsulamento) influenciam significativamente sua toxicidade (YASSIN et al.,
2021). Em particular, nanoparticulas de menor didmetro tendem a apresentar
maior toxicidade em comparagao com as de maior tamanho, devido a sua maior
relagdo superficie/volume e a consequente capacidade de interagir mais
intensamente com estruturas biologicas (CHANDRAKALA; ARUNA,;
ANGAJALA, 2022).

As nanoparticulas de prata (AgNPs), sdo compostas por um nanomaterial
coloidal metalico, que esta inserido em uma escala nanométrica que variam
entre 1 e 100 nm (CHANDAK; NAGIME, 2025).

1.4.1 SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

Entender os fundamentos da sintese das nanoparticulas de prata (Ag
NPs) é essencial para ajustar os parametros de reagéo e obter controle preciso
sobre sua morfologia. As nanoparticulas podem ser sintetizadas a partir de
diversos metais nobres, sendo as AgNPs particularmente destacadas devido as
suas propriedades (XU et al., 2020). Entre suas principais caracteristicas,
destacam-se a alta condutividade elétrica, optica e térmica aprimoradas, o que
as torna vantajosas para uma ampla gama de aplicagdes, incluindo catalise,
embalagens de alimentos, tecnologias para purificacdo da agua, imagens
biomédicas, eletronica e optoeletronica (TORTELLA et al., 2020).

As AgNPs sao normalmente obtidas por dois tipos de processos: Top-

Down (fisico) e Bottom-up (quimico; bioldgico) (XU et al., 2020).
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Trituragio mecanica
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Ablagao a laser
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Figura 3 — Métodos sintéticos Top-Down e Bottom-up, com as suas respectivas abordagens
para a produgao das nanoparticulas. Fonte: Autoral.

O método top-down, conhecido como método fisico, consiste na redugao
do tamanho de estruturas macroscopicas até a escala nanométrica, mantendo
as suas caracteristicas originais sem alteragdes nos niveis atbmico e
subatémico (CHANDAK; NAGIME, 2025). Essa abordagem é conhecida como
dispersao, pois envolve a quebra de grandes quantidades da massa de prata
(Ag) para a obtencao de AgNPs (VINAYAGAM et al., 2024).

Esse processo ocorre de forma termodinamica e pode ser realizado por
meio de técnicas como trituragdo mecanica, evaporagao-condensacgao, ablagao
a laser, irradiacao UV entre outros métodos fisicos.

A principal vantagem dessa abordagem é a auséncia de reagbes
quimicas complexas, permitindo um controle preciso da pureza e composi¢cao
do material. No entanto, apresenta desafios como o alto consumo de energia e
a dificuldade em obter uma distribuicao uniforme do tamanho das nanoparticulas
(PRYSHCHEPA; POMASTOWSKI; BUSZEWSKI, 2020).
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O método Boftom-up, depende amplamente de reagdes quimicas ou
biolégicas para a formagdo das nanoparticulas, permitindo um maior controle
sobre suas propriedades estruturais e funcionais (JIANG et al., 2022). Inclui
diversas  abordagens, como a redugdo quimica, a sintese
hidrotérmica/solvotérmica, método sol-gel, sintese verde ou bioldgica entre
outros. Essas técnicas permitem a formagdo controlada de nanoparticulas,
possibilitando a modulagdo de suas caracteristicas fisico-quimicas para
diferentes aplicagdes (REVERBERI et al., 2022).

Na reducdo quimica é utilizado um solvente como agente redutor para
obtencdo de AgNPs. A morfologia das AgNPs geradas por esse método pode
variar dependendo do agente redutor, temperatura da reagcéo e a concentragao
dos reagentes (MEJIA-MENDEZ; LOPEZ-MENA; SANCHEZ-ARREOLA, 2023).
Entretanto, € um método que envolve processos quimicos complexos, e tem a

necessidade de purificagdo para remover subprodutos (ABBAS; AMIN, 2022).

1.4.2 SINTESE VERDE

O método bioldgico, também chamada de sintese verde, foi proposto
como uma alternativa ao método quimico, visando superar suas limitagdes para
a sintese de AgNPs. A sintese verde utiliza microrganismos vivos (microalgas,
plantas, bactérias, fungos filamentosos e leveduras) ou seus metabdlitos
(extratos) para reduzir ions de prata (Ag*), resultando na formagao de
nanoparticulas (Figura 4) (LIAQAT et al., 2022).

A biorreducao de ions metalicos pode ser realizada tanto por organismos
vivos quanto por seus extratos, obtidos a partir do meio de cultivo ou da
biomassa (VANLALVENI et al., 2024). Essa abordagem tem se mostrado eficaz
na sintese verde de nanoparticulas, uma vez que os metabdlitos presentes
nesses extratos desempenham papel fundamental na reducéo e estabilizacao
das particulas formadas (SOLEIMANI et al., 2022; SIVALINGAM et al., 2023).
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Figura 4 — Método Biolodgico para a producdo das nanoparticulas de prata — Fonte: Chandak et
al., 2025

Essa abordagem apresenta diversas vantagens, incluindo a eliminagao
do uso de reagentes tdxicos, a maior eficiéncia na produgédo de nanoparticulas
por meio de biossintese e a maior estabilidade das particulas formadas. Além
disso, a sintese bioldégica é considerada uma alternativa ecologicamente
sustentavel, contribuindo para o desenvolvimento de nanomateriais com menor
impacto ambiental (SHINDE et al., 2022).

A biossintese de AgNPs pode ocorrer por meio de dois mecanismos
principais: biorreducéo e biossor¢cdo. No processo de biorredugédo, os ions de
prata (Ag*) sdo convertidos em formas biolégicas mais estaveis, em um
processo redox no qual o ion metalico € reduzido para gerar nanoparticulas
estaveis, que podem ser facilmente extraidas do meio biolégico (BI;
SRIVASTAVA, 2025). Esse mecanismo pode conferir vantagens adaptativas ao
organismo, permitindo a neutralizagao de ions metalicos potencialmente téxicos
(INDIARTO et al., 2022).
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No processo de biossor¢ao, os ions de prata aderem a superficie celular
do organismo, geralmente interagindo com biomoléculas presentes na parede
celular. Esse fendbmeno facilita a formagao de nanoparticulas de prata, que se
organizam em resposta as interagdes bioquimicas locais. Ambos o0s
mecanismos apresentam potencial para a sintese sustentavel de AgNPs,
minimizando o uso de reagentes tdxicos e promovendo a obtengcdo de

nanoparticulas com propriedades controladas (MUSTAPHA et al., 2022).

1.4.3 CARACTERIZAGAO DA NANOPARTICULA

A Tabela 2 apresenta alguns dos métodos para a caracterizagdo das

AgPNs, acompanhados das suas respectivas técnicas analiticas.

Tabela 2- Métodos de caracterizagdo das AgPNs

Técnica

Principio

Observagoes

Referéncias

Espectrofotometria UV-

Absorgao de luz em um

comprimento de onda entre

Método rapido, simples,

econdbmica, sensivel e

Vis 400—450 nm permite a seletiva para varios tipos | MAGDY et
confirmagao da sintese das de NPs al., 2024
nanoparticulas por meio da
ressonancia plasménica de
superficie (RPS)

Técnica curta, facil e nao Diametro médio, indice

destrutiva, utilizada para medir | de polidisperséo (IP),
Espalhamento o tamanho de particulas nos ideal para suspensoes DAWADI et
Dinamico de Luz (EDL) | regimes micro e nanométrico, | coloidais, limitado em al., 2021

baseada na analise do
movimento Browniano por
meio das variagdes na

intensidade da luz dispersa.

sistemas com

aglomeragao
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Avalia a estabilidade coloidal
de nanomateriais sintetizados;

quanto maior seu valor

Estabilidade coloidal
(carga superficial das

particulas). Valores > £30

(positivo ou negativo), maior a | mV indicam boa ZULFIQAR
Potencial Zeta repulsao entre particulas e, estabilidade. et al., 2024
consequentemente, maior a
estabilidade. A medigéao
baseia-se no movimento
eletroforético das particulas
em um campo elétrico.
Feixe de elétrons atravessa a | Tamanho, forma, ALI;
Microscopia Eletronica | amostra fina morfologia e dispersao AHMED; AL-
de Transmissao (TEM) das particulas. Alta AHMED,
resolugao das imagens. 2023
Analisa a morfologia
superficial, agregacao e
Microscopia Eletronica | Feixe de elétrons varre a estrutura das
de Varredura (MEV) superficie da amostra nanoparticulas. XU et al.,
Complementar ao MET, o | 2023
MEYV é especialmente
indicado para a
caracterizacao
morfoldgica de amostras
espessas superiores a
100 nm.
Microscopia Eletronica | Feixe de elétrons altamente Oferece alta resolugao e
de Varredura por focado gerado por emissao de | grande profundidade de
Emissao de Campo (FE- | campo para varrer a superficie | campo, permitindo a KAUR;
SEM) da amostra. Uma técnica mais | visualizacao detalhada da | SINGH,;
avancada da microscopia morfologia e topografia KUMAR,
eletrénica. de estruturas em escala 2024
nanomeétrica.
Método analitico proeminente | Identifica presenca de
Difragao de Raios X amplamente utilizado para a prata metalica (Ag°),
(DRX) investigagdo da estrutura estima o tamanho médio | THOMAS et
dos cristais e avalia al., 2024
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molecular e tamanho cristalina | possiveis impurezas ou
de materiais. fases residuais da
sintese

Espectroscopia no Identificacdo de grupos Util para identificar
Infravermelho por funcionais com base na compostos envolvidos na | VINAYAGA
Transformada de absorgéo seletiva da radiacdo | reducao e estabilizagao M et al.,
Fourier (FTIR) infravermelha por ligagdes das AgNPs 2024

quimicas presentes nas

moléculas.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Explorar o potencial biotecnolégico dos produtos metabolizados pela
linhagem fungica Penicillium pedernalense FAB1, a partir da biomassa e do meio

fermentado.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter extratos da biomassa e do meio fermentado, a partir de um cultivo
submerso dos isolados de Penicillium pedernalense F4B1.

e Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos da biomassa fungica e do
meio de cultivo frente as bactérias Staphylococcus aureus ATCC 25923
e Escherichia coli ATCC 25922.

e Avaliar a atividade antioxidante dos extratos da biomassa fungica e do
meio de cultivo, a partir de testes in vivo utilizando a levedura
Saccharomyces cerevisiae BY4741 como modelo biologico.

e Obter nanoparticulas de prata utilizando os extratos obtidos.

e Avaliar a acido antibacteriana das nanoparticulas de prata obtidas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 MICRORGANISMOS:

A linhagem fuangica utilizada para a produgdao dos metabdlitos foi
Penicillium pedernalense F4B1, isolada de solo contaminado com petréleo
(BLANC; DUARTE FIAUX, 2024). O microrganismo foi conservado na forma de
conidios congelados em glicerol (-14 °C) e em areia estéril.

As bactérias Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli
ATCC 25922, conservadas em agar BHI (infus&o de cérebro de boi 200,0 mL;
infusdo de coragao de boi 250,0 mL; peptona (digestado pancreatica de caseina)
10,0 g; cloreto de sodio 5,0 g; dextrose (glicose) 2,0 g; fosfato dissddico 2,5 g;
agar 15,0 g) sob refrigeragdo, foram utilizadas para os testes de atividade
antibacteriana.

Saccharomyces cerevisiae BY4741, adquirido da companhia Euroscarf
(Alemanha), armazenado em agar YPD 2% (2% m/v glicose, 1% m/v extrato de
levedura, 2% m/v peptona e 1% m/v agar/agar) sob refrigeracao, foi usado como

modelo bioldgico nos testes de atividade antioxidante.

3.2 MEIOS DE CULTURA

3.2.1 MEIO PARA OBTENGAO DOS CONIDIOS
O meio de cultivo solidificado, utilizado para a obtencao dos conidios de
Penicillium pedernalense F4B1, foi o agar Sabouraud dextrose, de composi¢cao

em g/L: Peptona (10,0), dextrose (40,0), agar (15,0) em agua destilada, pH 5,5.

3.2.2 MEIO PARA OBTENGAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS EM
CULTIVO SUBMERSO
O meio de cultivo liquido codificado como R, foi 0 mesmo para a pré-cultura
e o cultivo principal. Composi¢do em g/L: sacarose (20,0), peptona (5,0) e
extrato de levedura (1,0), em agua destilada, com pH ajustado para 5,5.
Foi utilizado ainda um meio de cultura codificado como meio P, para a

verificacdo da influéncia da composicdo do meio no didametro do pellet.
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Composicédo em g/L: sacarose (20,0); nitrato de sédio (5,0); fosfato diacido de

potassio (1,0); sulfato de magnésio heptahidratado (0,2). pH 5,5.

3.2.3 MEIOS PARA ENSAIOS ANTIMICROBIANOS

O meio de cultivo utilizado para o crescimento das bactérias
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 25922, foi o Plate
Count Agar (PCA), composicao em g/L: caseina triptona (5,0 g), extrato de
levedura (2,5 g), glicose 1,0 g e agar (15,0 g).

Os ensaios antimicrobianos foram realizados em meio agar Mueller-
Hinton, composigdo em g/L: extrato de carne: (2,0 g), amido: (1,5 g), extrato de

levedura: (17,5 g), agar: (17,0 g).

3.2.4 MEIOS PARA ENSAIOS ANTIOXIDANTES

Nos ensaios antioxidantes, com a levedura Saccharomyces cerevisiae
BY4741, foram utilizadas diferentes formulagdes de meios de cultivo. Meio YPD
liquido 2%: composto de 1% m/v de extrato de levedura, 2% m/v de peptona e
2% m/v de dextrose. Meio agar YPD 2%: constituido pelos mesmos compostos

do meio YPD 2% liquido, porém com a adi¢ao de 2% m/v de agar.

3.3 PRE-CULTURA E CULTIVO PRINCIPAL PARA OBTENCAO
DOS METABOLITOS

A partir do estoque em areia, Penicillium pedernalense F4B1 foi cultivado
em tubos inclinados contendo meio agar Sabouraud dextrose por 7 dias a 25°C
em incubadora estatica sem incidéncia de luz para ativagdo do microrganismo.
Deste cultivo foi preparada uma suspensao de conideos em tween 80 0,01%
(v/v) estéril com auxilio de alcas estéreis e procedido a contagem em camara de
neubauer. Para a pré-cultura, foi realizada a pipetagem do volume necessario
para a concentragéo de 1x108 conidios/mL de meio em cada erlenmeyer de 125
ml (todos iguais com mesmo didmetro e largura da boca) contendo 50 ml do
meio. O volume foi calculado a partir do valor obtido na contagem na camara de
neubauer. Os frascos foram incubados na camara incubadora a 25°C com

agitacao de 150 rpm por 24 horas, sem incidéncia de luz. O cultivo principal foi
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realizado em cinco erlenmeyes de 1L (todos iguais com mesmo diametro e
largura da boca), contendo cada um 500 ml do meio. O meio de cultivo foi
inoculado com 50 mL (10% do volume principal) da pré-cultura e incubado na
camara incubadora sem incidéncia de luz sob agitagcao de 150 rpm a 25°C por
10 dias.

3.4 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA EXTRAGOES

A biomassa (pellets) de cada cultivo principal foi separada do
sobrenadante por filtragdo a vacuo em papel de filtro quantitativo. O liquido foi
guardado em frascos, congelado a -14 °C e liofilizado. Os pellets foram lavados

com agua destilada e congelados em frascos, a -14 °C e liofilizados.

3.5 EXTRAGAO DAS AMOSTRAS

Apos a liofilizagao, os pellets e o meio liquido liofilizados foram pesados,
diluidos de 1:20 com metanol e triturados separadamente, utilizando um ultra-
turrax em uma velocidade de 14.000 rpm, por um tempo estimado de 25
minutos. O material triturado foi mantido em recipiente lacrado por 7 dias em
maceragao, sendo agitado mecanicamente uma vez ao dia. Findados os 7 dias,
as suspensdes obtidas da biomassa e do meio liquido liofilizado, foram
separadas por filtracdo em papel de filtro. Os filtrados contendo os extratos
foram evaporados em um rotavapor até a secura para obtencado dos extratos
Secos.

O processo foi repetido com a parte sélida de cada extracao,
remanescente no papel de filtro, ou seja, cada fragdo solida (proveniente da
biomassa e do meio fermentado) foi ressuspendida com um novo volume de
metanol e novamente mantida em um frasco lacrado pelo periodo de 7 dias com
agitacao diaria. Esse processo foi repetido 3 vezes e os extratos obtidos de cada
evaporacao da biomassa e do meio liquido fermentado, foram armazenados em

recipientes separados.
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3.6 ANALISE DA CONCENTRAGAO CELULAR

O cultivo foi realizado de acordo com o item 3.5, em trés erlenmeyers de
1L. Apos o tempo de cultivo principal (10 dias), o volume total de cada
erlenmeyer foi medido em proveta, seguindo-se a separagédo dos pellets por
filtracdo em papel de filtro, previamente identificado, seco em estufa a 80°C por
24 horas e tarado. Apods a filtragdo, o papel de filtro contendo o micélio foi
colocado em estufa a 80°C por 24 horas e novamente pesado. A concentracio
celular foi calculada a partir do volume contido no frasco e a massa de células

seca obtida na analise.

3.7 BIOSSINTESE DAS NANOPARTICULAS DE PRATA
(AGPNS)

As nanoparticulas de prata (AgPNs) foram obtidas utilizando o micélio
fungico de Penicillium pedernalense e meio de cultura de cultivo como agente
biorredutor. O extrato da biomassa fungico (BF) e meio de cultura (MC) foram
solubilizados, individualmente, com 1% de polissorbato 80 (tween 80, Sigma-
Aldrich, MO, USA) e adicionado na concentragao de 5% v/v em uma solugéo de
AgNOs (1,0 mmol/L) sob constante agitagdo magnética (1000 RPM) em agitador
magnético multiposicdes a temperatura ambiente (25 °C) e ao abrigo da luz por
duas horas e trinta minutos. Apés isso, a biossintese da AgPNs com BF e MC
foi confirmada em espectrofotdbmetro UV-Vis no modo varredura (185-500 nm).
O branco foi consistido pelo extrato da BF e MC solubilizados separadamente,

em 1% de polissorbato 80 com a adigdo de AgNOs.

3.7.1 CARACTERIZAGAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA POR
ESPALHAMENTO DINAMICO DE LUZ (EDL)

Primeiramente as amostras foram filtradas em filtro de seringa de nylon
(0,22 pm) e diluidas na proporgao 1:10 em agua deionizada. Apos isso, as
nanoparticulas de prata foram caracterizadas quanto ao tamanho médio de
particulas (nm), indice de polidisperséo (IP) por espalhamento dindmico de luz
(EDL) e potencial zeta (mV) por espalhamento eletroforético de luz (EEL) em um
equipamento Zetasizer Advance PRO Blue. A analise foi realizada na cubeta de
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vidro com 173° de angulo dispersdo da luz e 90° de angulo para medir o

potencial zeta. Todas as analises foram realizadas em ftriplicata.

3.8 ENSAIOS ANTIBACTERIANOS

Os métodos empregados nos testes seguiram a metodologia de Bauer et
al., (1966), padrao para ensaios antimicrobianos em difusdo em agar. As cepas
de Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 25922 foram
cultivadas por 24 h em agar PCA. Em seguida, uma algada foi utilizada para
preparar uma suspensao de células na concentragdao de 2 x 10® UFC/mL,
determinada por meio de curva padrao (curva de densidade Optica versus x
Unidade Formadora de Colbnia por mL (UFC/mL), a 600 nm, em um
espectrofotometro (UV/Vis).

Foram inoculados 100 uL da suspenséao ajustada de maneira confluente
em trés dire¢des, em placas de agar Mueller-Hinton, com o auxilio de al¢a de
Drigalski.

As placas de agar Mueller-Hinton (25 mL por placa) foram perfuradas em
orificios de 0,75 cm de didmetro com o auxilio de furador estéril. Em cada pog¢o,
foram inoculados 50 uL do extrato bruto. Para controle foram utilizados discos
do antibiético ampicilina, para Staphylococcus aureus, e gentamicina para
Escherichia coli.

As placas foram incubadas a 36°C por 24 horas. Apds o periodo de
incubacao, os diametros das zonas claras ao redor dos pog¢os, conhecidas como

halos de inibicao, foram medidos com o auxilio de uma régua.

3.9 DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO MiNIMA INIBITORIA
PARA ANALISE CITOTOXICA DO EXTRATO BRUTO

A determinagao da concentragao minima inibitoria (CMI) do extrato fungico
proveniente do meio de cultivo, foi realizada por meio do método de
microdiluicdo em placas. Para o ensaio, utilizaram-se placas de 96 pocos, de
fundo chato e com tampa. Inicialmente, foram adicionados 100 yL do meio de
cultivo YPD em cada cavidade. Em seguida, 100 pL da solugdo do extrato

fungico foram transferidos para os pogos da primeira coluna, estabelecendo
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uma concentragao inicial de 800 mM. A partir dessa concentragdo, foram
realizadas diluicbes seriadas em duplicata, transferindo-se 100 yL de um poc¢o
para o pogo adjacente, até completar a série de diluigdes.

Posteriormente, adicionou-se 100 pyL da suspensao celular da levedura
Saccharomyces cerevisiae (linhagem BY4741) a cada pogo, com a densidade
optica ajustada para 540 nm (DOsa40), utilizando um espectrofotdmetro.

Como controle negativo, utilizou-se a levedura cultivada em meio de
cultura isenta de extrato fungico. O controle positivo consistiu no meio de cultura
sem a presenga de indculo, a fim de verificar a auséncia de contaminagdes e
crescimento espontaneo.

Apos 24 horas de incubacéo, a viabilidade celular foi avaliada por meio
do ensaio de atividade metabdlica com resazurina, um indicador redox que
permite inferir a presenca de células metabolicamente ativas. Para isso, foram
adicionados 10 yL de uma solug&o aquosa de resazurina a 0,01% (m/v) em cada
poco. Apos 30 minutos de incubacido, as amostras foram inspecionadas
visualmente. A presenga de coloragao rosa indicou viabilidade celular, enquanto
a persisténcia da coloragdo violeta foi interpretada como auséncia de
metabolismo, sugerindo efeito inibitério do extrato (GULERIAA et al., 2022).

3.10ENSAIOS ANTIOXIDANTES

Um in6culo em meio YPD liquido foi preparado utilizando uma algada de
células da levedura Saccharomyces cerevisiae BY4741 de transferéncia
recente. O inéculo foi incubado a 28 °C por 22 horas, a 120 rpm em incubadora
tipo shaker. Apos o crescimento celular, a concentragdgo em mg.mL-! foi
determinada de forma indireta pela absorgdo em espectrofotémetro a 540 nm.

Para avaliar a atividade antioxidante de diferentes concentragdes dos
extratos de Penicillium pedernalense F4B1, o in6culo foi dividido em quatro
tratamentos, contendo 20 mg de células previamente lavadas cada, incubados
por 1 hora nas seguintes condigdes:

Células tratadas com extrato de biomassa a 0,25%;
Células tratadas com extrato de biomassa a 0,50%;

Células tratadas com extrato do meio de cultivo a 0,25%;

B Dh =

Células tratadas com extrato do meio de cultivo a 0,50%
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Apos o periodo de incubacgao, as células foram expostas ao peroxido de
hidrogénio (H202) 2 mM por 1 hora. Um controle negativo de estresse, com
células mantidas em tampao fosfato pH 6, e um controle positivo de estresse,
com células em tampao e submetidas ao estresse com H202 2 mM, foram
preparadas para fins de comparacgao.

Para avaliacdo da atividade, aliquotas das suspensdes celulares
correspondentes a 40 ug de células foram retiradas, diluidas sucessivamente
(1000X) e plaqueadas em agar YPD 2%. Inicialmente, para determinar a faixa
de concentragcdo com atividade antioxidante, foi utilizado o método qualitativo de
plagueamento spot, no qual as aliquotas de 3 L de cada diluigdo (10", 102, 10
3,10%) foram plaqueadas. A densidade das coldnias dos controles positivo e
negativo foram comparadas visualmente com os tratamentos.

Uma vez determinadas as concentragdes de extrato com atividade, a
viabilidade celular foi determinada pelo plaqueamento por espalhamento, onde
100 uL da diluigao 10 foi semeado, em duplicata em agar YPD 2% e espalhado
com alga drigalski. As placas foram incubadas por 72 horas a 28 °C. As col6nias

crescidas foram contadas e comparadas com os controles positivo e negativo.

3.11 ANALISE ESTATISTICA

A analise quantitativa dos dados foi realizada por meio da avaliagao das
médias acompanhadas do respectivo desvio padrdao (Média + DP). Para a
comparagao estatistica entre os grupos, utilizou-se o teste de variancia
unidirecional (one-way ANOVA) por meio do software GraphPad Prism 10. O
nivel de significancia adotado foi de p < 0,05, sendo -considerado
estatisticamente significativo. Todos os experimentos foram conduzidos com, no
minimo, trés repetigdes Dbioldgicas independentes, garantindo a

reprodutibilidade e a robustez dos resultados obtidos
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4. RESULTADOS

41 OBTENGAO DOS EXTRATOS BIOATIVOS

411 PRE-CULTURA E CULTIVO PRINCIPAL PARA OBTENCAO DOS
METABOLITOS

A pré-cultura em meio R, apds 24 h, apresentou pellets com coloragéo
branco marfim, de forma esférica (Figura 5a). O cultivo principal, apos 10 dias
apresentou pellets maiores, com didametro entre 5 e 10 mm, com a mesma
coloracédo e forma da pré-cultura (Figura 5b). Apds o crescimento, o meio de
cultivo apresentou pH 4,0 e coloragdo amarelo-ouro. A concentragao celular final
foi de 4,63 + 0,365 g/L.

Os pellets obtidos no meio P, composto por menos nutrientes, apos 10
dias, apresentaram um didmetro de 0,5 mm, coloragdo branco-marfim, formato
esférico e textura fluffy (Figura 5d). O meio de cultivo manteve uma coloragao
esbranquicada até o final do experimento. Entretanto, o pH do meio, e a
concentragao celular, ndo foram verificados. Os pellets obtidos no meio P ndo

foram utilizados no restante do estudo, apenas os pellets formados no meio R.
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(c) (d)

Figura 5: Pellets de Penicillium pedernalense F4B1. Meio de cultura R: (a) _p_ré-cultura
24 h; (b) cultivo principal ap6s 10 dias. Meio de cultura P: (c) pré-cultura de 24 h; (d)

cultivo principal apos 10 dias.

4.1.2 EXTRAGAO DOS COMPOSTOS

Apos a liofilizagdo, os pellets apresentaram uma textura rigida e formatos
irregulares (Figura 6). Através da Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) do
pellet liofilizado, foi possivel visualizar a compactagao das hifas e sua estrutura
(Figura 7).

Figura 6: Pellet Liofilizado com formatos irregulares.
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Figura 7: Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), do pellet liofilizado (a) aumento

de mil vezes; (b) aumento de duas mil vezes; (c) aumento de dez mil vezes.

Quando foram triturados € homogeneizados no ultra-turrax com adi¢ao de
metanol, formaram uma suspensdo densa, de cor branca e bastante
concentrada. A massa de extrato obtida apds a evaporacdo do solvente esta
apresentada na Tabela 3.

O meio liquido liofilizado apresentou aspecto esfarelado e, ao ser retirado
do recipiente onde foi liofilizado, formou um pdé amarelado. Quando mantidos
fora da refrigeragdo por um periodo, o pd se liquefaz. Apds trituragcéo e
homogeneizagdo com metanol no ultra-turrax, formou-se uma suspenséo liquida
homogénea, que apds evaporagao do solvente em rotavapor, resultou em um

extrato com caracteristicas de uma pasta de consisténcia oleosa. A massa do
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extrato seco obtido apds a evaporagao em rotavapor esta apresentada Tabela
3.

Tabela 3: Massa dos liofilizados e dos extratos obtidos da biomassa e do meio de

cultivo.

Massa obtida

Biomassa Meio
Liofilizado 175 ¢ 36¢g
Extrato Mole 18 ¢ 7949

4.2 ENSAIOS ATIVIDADE ANTIOXIDADE E CITOTOXIDADE

Os resultados obtidos na determinagdo da concentragdo minima inibitéria
(CMI) para avaliagao da citotoxicidade do extrato fungico, obtido a partir do meio
de cultivo, ndo indicaram efeito inibitério significativo sobre a levedura
Saccharomyces cerevisiae, linhagem selvagem BY4741. Observou-se
crescimento celular compativel com o controle positivo, o qual ndo recebeu
adicao do extrato fungico, sugerindo que, nas concentragdes testadas, o extrato
nao apresentou toxicidade detectavel frente ao modelo eucariotico utilizado.

A levedura S. cerevisiae BY4741 foi utilizada como modelo biolégico para
avaliar a capacidade dos extratos em combater o estresse oxidativo gerado pelo
peréoxido de hidrogénio (H202) (2mM), tanto por método qualitativo quanto
quantitativo, comparando-se densidade de spots ou das unidades formadoras
de colénias (UFCs), respectivamente, com controles positivo e negativo de

estresse oxidativo (Figura 8).
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Controle Negativo

H:02 (2mM) (Controle positivo

de estresse)

Figura 8: Spot com as células viaveis da levedura Saccharomyces cerevisiae
BY4741, sob o efeito protetor dos extratos, juntamente com o agente oxidativo H.O;
(2mM). Tendo o controle negativo sem a presenca de estresse oxidativo, e o H20>

(2mM) como controle positivo de estresse oxidativo.

O teste quantitativo de atividade antioxidante, baseou-se na contagem de
células viaveis apds o plagueamento, realizado apos o tratamento com o agente
oxidante H202 2 mM em conjunto com os extratos, visando avaliar a agao
protetora contra o estresse oxidativo. Para possibilitar a contagem das células
viaveis, a unica diluicdo inoculada nas placas foi a 1x10™ para melhor

visualizagao e contagem das células (Figura 9; Figura 10).

Controle Negativo

H202 (2mM) (Controle positivo

de estresse)

Meio 0,25% (M1)

Meio 0,50% (M2
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H202 (2mM) (Controle positivo

Figura 9: Placas do ensaio antioxidade para contagem da viabilidade celular,
inoculada com a diluicdo 10 contendo o extrato do meio, na concentragdo 0,25% e
0,50%, e o H202 (2mM) como controle positivo de estresse oxidativo, e controle

negativo sem a presenca de estresse oxidativo.

Controle Negativo

de estresse)

Biomassa 0,25% (B1)

Biomassa 0,50% (B1)

Figura 10: Placas do ensaio antioxidade para contagem da viabilidade celular,
inoculada com a diluigdo 10 contendo o extrato da biomassa, na concentragdo 0,25%
e 0,50%, e o H20, (2mM) como controle positivo de estresse oxidativo, e controle

negativo sem a presenca de estresse oxidativo.

Os resultados da contagem celular apresentados na Figura 9 indicaram que
o extrato do meio de cultivo, nas concentracbes de 0,25% e 0,50%,
demonstraram uma agao antioxidante promissora na protecao celular frente ao
estresse oxidativo induzido pelo H,O, (2 mM). Por outro lado, os resultados da
contagem celular mostrados na Figura 10, referentes ao extrato da biomassa
nas concentracoes de 0,25% e 0,50%, nao evidenciaram atividade antioxidante.
Essas concentracbes foram analisadas no ensaio quantitativo. Apds a
realizagdo da contagem, foram obtidos os resultados quantitativos referentes as
médias e seus respectivos desvios padrao, conforme apresentados na Tabela
4.
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Tabela 4: Resultados das contagens. B1: Extrato da biomassa 25%; B2: Extrato da
biomassa 50%; M1: Extrato do meio de cultivo 25%; M2: Extrato do meio de cultivo
50%.

Controle H2022 mM B10,25% B2 0,50% M1 0,25% M2 0,50%

Negativo (Controle
positivo de
estresse)
112,167 + 28,167 29,664 + 28,688 + 91,250 + 70,591 £

12,469 UFC 9,412 UFC 13,771 UFC 3,966 UFC 18,626 UFC 21,669 UFC

A Figura 11 apresenta a analise estatistica realizada apos a contagem das
UFC na diluicdo de 1x107*, considerando seis ensaios antioxidantes
independentes. Os resultados indicam que o controle positivo (H,O,) ndo
apresentou diferenca estatisticamente significativa em relagdo aos extratos
obtidos a partir da biomassa (p > 0,05). Esse achado sugere que esses extratos
nao exerceram efeito antioxidante relevante sob as condigdes experimentais

analisadas.
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Figura 11: Contagem do numero de células viaveis apds o estresse com agente
oxidante H2O2 (2mM). p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (****) mostram a diferenca
estatistica. Os pontos séo o indicativo da quantidade de ensaios realizados. B1: Extrato
da biomassa 25%; B2: Extrato da biomassa 50%; M1: Extrato do meio de cultivo 25%;

M2: Extrato do meio de cultivo 50%.

4.3 FORMAGAO DA NANOPARTICULA DE PRATA (AGPNS)

Nanoparticulas de prata (AgPNs) podem ser sintetizadas a partir de
diversas formas, dentre elas, utilizando biossintese a partir de matrizes
biolégicas como agente redutor. A reducao de Ag+ para Ag° leva a nucleagao e
eventual formacao de AgPNs. A utilizagdo dessa abordagem é ecologicamente
favoravel, uma vez que né&o utiliza reagentes quimicos toxicos. Nos ultimos
anos, diversos estudos tém utilizado derivados de fungo, como o micélio, para
a sintese de nanoparticulas de prata (NAVEEN et al., 2021).

O estudo atual fez uso de micélio de P. pedernalense e do meio de cultura
fermentado, como uma contribuigdo na procura de novos agentes biorredutores
para formag¢ao de nanoparticulas de prata. Usualmente, o acompanhamento
reacional ocorre por via de metodologia espectrofotométrica UV-vis,
apresentando banda de absorg¢ao caracteristica de ressonancia plasmdnica de
superficial (RPS) de nanoparticulas de prata, geralmente, na regido de
comprimento de onda em torno de 420 nm. Este efeito RPS é associado a
oscilagcao coletiva dos elétrons livres na superficie da prata quando estimulado
por uma fonte luminosa.

Em relacdo ao presente estudo, foi possivel observar que a solugao de
prata tratada com o extrato do micélio de P. pedernalense apresentou absorgao
na faixa de 420 nm, sugerindo a formagao de nanoparticulas de prata apés 1h
de reagao, sem diferenga aparente em relagao ao tempo final estipulado (2h30).
O branco, solugédo de extrato de micélio de P. pedernalense (5% v/v) com 1%
de polisorbato 80, ndo apresentou absorg¢ao entre 375 e 450 nm (Figura12A). O
tratamento da solugdo de prata com o extrato do meio de cultura (Figura 12B)

nao apresentou absorgao relevante na faixa observada.
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Figura 12: Espectro de absor¢cdo UV-Vis da solugdo de prata tratada com extrato do
micélio fungico de Penicillium pedernalense mostrando sintese da nanoparticula de
prata pela absorcdo em torno de 420 nm (A); Espectro de absorcao UV-Vis da solucao
de prata tratada com o extrato do meio apés cultivo, sem absor¢cdo em torno de 420 nm

(B). Tempo total de reagdo para ambas: 2h30.

A caracterizagcdo por espalhamento dindmico da luz (EDL) das
nanoparticulas de prata reduzidas pelo micélio de P. pedernalense F4B1
permitiu observar um comportamento coloidal bimodal (Figura 13A), com duas
populagdes de particulas com valor médio de 26,37 £ 0,668 nm e indice de
polidispersao de 0,46 + 0,017. Entretanto, a primeira populagcdo de particulas
apresenta 12,8 + 0,180 nm de tamanho médio, sendo caracteristico de solugao
micelares. Desta forma, um branco (5% extrato e 1% polisorbato 80) sem as
nanoparticulas de prata foi analisado, permitindo observar comportamento
similar (Figura 13B) e corroborando com a hipétese supracitada. Portanto, pode-
se sugerir que as nanoparticulas de pratas geradas no sistema coloidal

observado possuem tamanho médio de 74,09 + 1,61 nm (Tabela 5).
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Figura 13: Grafico de dispersao de tamanho por intensidade das nanoparticulas de
prata reduzidas com micélio fungico de Penicillium pedernalense FAB1(A) e respectivo

branco (B), analisados por espalhamento dindmico da luz (EDL).

O potencial zeta (mV) encontrado (-20,71 = 0,732) sugere que as
nanoparticulas de prata estdo carregadas negativamente, e desta forma,
susceptiveis a fendmenos de estabilizagdo por mecanismos eletrorepulssivos

(e.g. repulsdo coulombiana).

Tabela 5: Valores médios de tamanho de particula (nm), indice de polidisperséo,

potencial zeta (mV) e condutividade da nanoparticula de prata.

Nanoparticula de prata

Didmetro médio 26,37 £ 0,668
(nm)
indice de 0,46 + 0,017
polidisperséo
Potencial zeta (mV) -20,71 £ 0,732
Condutividade 0,715
Pico 1(nm) 12,8 £ 0,180
Pico 2 (nm) 74,09 + 1,61
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4.4 ENSAIO ANTIMICROBIANO

Os extratos brutos e as AgPNs, foram avaliados quanto a atividade
antimicrobiana por meio de ensaios com diferentes bactérias (Staphylococcus
aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 25922). A determinacdo da
eficacia antimicrobiana baseou-se no tamanho do halo de inibicado para a
classificacdo de sensibilidade dos microrganismos ao extrato e as AgPNs, em
comparagao com o antimicrobiano utilizado como controle.

Os ensaios foram conduzidos de acordo com a Metodologia dos testes de
sensibilidade a agentes antimicrobianos por diluicdo para bactéria de
crescimento aerobico: Norma aprovada - Sexta Edicdo (Segundo o CLSI 2012).
A Tabela 6, apresenta os critérios de sensibilidade e resisténcia para cada
bactéria testada, considerando a resposta ao antimicrobiano controle, os

extratos e as AgPNSs.

Tabela 6: Didametro do halo de inibigdo formado nos testes antimicrobianos.

Diametro do halo de inibigao (mm)

Ampicilina Gentamicina AgPNs Extrato do Extrato da
(Controle) (Controle) Meio Biomassa
Staphylococcus 34,67 £ 0,58 31+1,0 0 0
aureus ATCC -
25923
Escherichia coli - 20,67+1,15 0 0 0
ATCC 25922

Sensivel: 2 29 mm; Resistente: < 28 mm; Escherichia coli ATCC 25922

Sensivel: 2 15 mm; Resistente: £ 10 mm; Escherichia coli ATCC 25922. Parametros
estabelecidos pela Metodologia dos Testes de Sensibilidade a Agentes
Antimicrobianos por Diluicdo para Bactéria de Crescimento Aerdbico: Norma
Aprovada - Sexta Edicao.

Os extratos brutos do meio de cultivo e da biomassa ndo apresentaram
formagao de halo de inibicao frente as bactérias testadas (Figura 14b e Figura
15b), o que indica a auséncia de atividade antimicrobiana.
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Figura 14: Ensaio antimicrobiano com a bactéria Staphylococcus aureus ATCC
25923. (a) Halo de inibicao formado com antimicrobiano Ampicilina (Controle)
mostrando sensibilidade ao mesmo. (b) Placa do ensaio antimicrobiano com a
bactéria Staphylococcus aureus ATCC 25923. Pogos com extratos do meio (M) e da
biomassa (B), sem formacgao de halo de inibi¢gao, caracterizando auséncia de

atividade contra a bactéria.

(a) (b)

Figura 15: Ensaio antimicrobiano com a bactéria Escherichia coli ATCC 25922. (a)

Halo de inibicdo formado, demonstrando sensibilidade da bactéria ao antimicrobiano
Gentamicina (Controle). (b) Pogos com extratos do meio (M) e da biomassa (B), sem
formacgao de halo de inibicado, caracterizando auséncia de atividade contra a bactéria.
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Entretanto observou-se a formagao de halo de inibicdo, promovido pela
atividade antibacteriana das AgNPs biossintetizadas do extrato bruto
proveniente da biomassa de Penicillium pedernalense F4B1 (Figura 16b). O
didmetro médio do halo de inibicdo foi de 31 + 1,0 mm, valor préoximo ao
observado para o controle positivo (ampicilina, 10 ug), que apresentou halo de
34,67 + 0,58 mm. Esses resultados evidenciam o potencial antimicrobiano das

AgNPs frente a cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923.

(@) (b)

Figura 16: Ensaio antimicrobiano com a bactéria Staphylococcus aureus ATCC 25923.
(a) Halo de inibicao formado, demonstrando sensibilidade da bactéria ao antimicrobiano
Ampicilina (controle); (b) Pocos com a nanoparticula da biomassa (N) e o branco (B),
mostrando formagao do halo de inibicdo com a nanoparticula, o que caracteriza a
sensibilidade da bactéria. O branco é composto de uma solugéo de sal de prata no meio

de cultivo estéril.

Ja na Figura 17a, observa-se uma formacgao sutil de halo de inibicao
associada a agao das AgNPs frente a bactéria Escherichia coli ATCC 25922.
Embora o halo de inibigdo ndo tenha apresentado um didmetro expressivo, sua
presenga indica uma possivel atividade bacteriostatica das AgNPs sobre esta

cepa Gram-negativa. Esse achado levanta a hipétese de que, as nanoparticulas
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possam interferir na multiplicacdo celular da bactéria, sem necessariamente

causar sua lise imediata.

Figura 17: Ensaio antimicrobiano com a bactéria Escherichia coli ATCC 25922. (a)
Halo de inibicdo formado pela sensibilidade da bactéria Escherichia coli ATCC 25922
ao antimicrobiano Gentamicina (Controle). (b) Placa do ensaio antimicrobiano com a
bactéria Escherichia coli ATCC 25922, contendo o pogo com a nanoparticula da
biomassa (N), e o branco (B) que € uma mistura do sal de prata com o meio de cultivo
estéreo. A formacéo sutil do halo de inibicdo promovido pela nanoparticula, levanta a
hipétese de uma possivel atividade bacteriostatica sobre a bactéria Escherichia coli
ATCC 25922.

Na Figura 18, observa-se analise estatistica da atividade antimicrobiana
das AgNPs frente a bactéria Staphylococcus aureus ATCC 25923. A igualdade
estatistica significativa entre o controle e as amostras testadas foi determinada
por one-way ANOVA, e o nivel de significancia estatistica € representado por
asteriscos: p >0,05 (*), p >0,01 (**), p >0,001 (****). Podemos concluir que a
atividade antimicrobiana das AgNPs, com p >0,001 de confianga, é
significativamente igual a atividade do controle positivo (ampicilina, 10 pug).m
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Figura 18 : Andlise estatistica dos ensaios antimicrobianos com as AgPNs frente a
bactéria S. aureus ATCC 25923. Os asteriscos sao representados por: p >0,05 (*), p >
0,01 (**), p > 0,001 (****) indicando a igualdade significativa entre o controle
Ampicilina e as AgPNs testadas. Os pontos séo o indicativo da quantidade de ensaios

realizados. O branco é a mistura do polissorbato 80 com a solugao de nitrato de prata.
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5. DISCUSSAO

O género Penicillium é um dos grupos fungicos de maior prevaléncia no
reino Fungi, englobando uma diversidade de organismos com significativo
impacto na vida humana. Algumas espécies deste género sao notaveis pela
producdo da penicilina, um antibiético que revolucionou a medicina e
desempenhou um papel crucial na redugdo da mortalidade por infeccbes
bacterianas (JAHAN et al., 2024).

A biodiversidade das espécies pertencentes ao género Penicillium
desempenha um papel fundamental na ampliacdo de suas aplicagdes
biotecnolégicas em diversas areas. Cada espécie apresenta caracteristicas
metabdlicas unicas que podem ser exploradas para diferentes finalidades
industriais, farmacéuticas e ambientais (ALHOMAIDI, 2025). Pode ser dito que
a nova espécie do género Penicillium perdernalense identificada por Laich et al.
(2016) tem potencial para formar novas substancias bioativas.

Laich et al. (2016) caracterizaram morfologicamente a espécie utilizando
diferentes meios de cultivos, e a morfologia descrita condiz com a observada no
presente trabalho. Observaram que o0 microrganismo nao cresce em
temperaturas abaixo de 4 °C. No presente trabalho foi realizado um cultivo em
meio solidificado na referida temperatura, foi observado que houve um
crescimento inicial, mas n&o ocorreu esporulagao.

Macroscopicamente, em meio solidificado agar sabouraud, Penicillium
pedernalense F4AB1 apresentou um micélio denso, com textura aveludada e
coloragao verde opaca, caracteristicas semelhantes as descritas por Laich et al.
(2016). No cultivo em meio liquido agitado, observou-se a formagao de pellets,
estruturas esféricas compactas resultantes da agregacao das hifas (BERNAL et
al., 2020).

O diametro dos pellets de Penicillium pedernalense F4B1 cultivados no
meio R, que continha sacarose, peptona e extrato de levedura, variou entre 5 e
10 mm. Em contraste, no meio P, que ndo continha peptona nem extrato de
levedura, os pellets apresentaram um diametro significativamente menor,

variando entre 0,5 e 1 mm.
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Um estudo realizado por Zhang et al. (2023) demonstrou que tanto a
peptona quanto o extrato de levedura influenciam diretamente o didmetro dos
pellets fungicos, sendo que o extrato de levedura exerce um impacto ainda mais
significativo. No entanto, quando utilizado como unica fonte de nitrogénio, o
extrato de levedura resultou em um micélio com distribuicdo de densidade
desigual. Além disso, sua auséncia no meio de cultivo levou a formacgao de
pellets de menor diametro.

Borges Teixeira et al., 2023, também investigaram o efeito da
composi¢cdo do meio de cultivo na formagdo de pellets fungicos em cultivo
submerso. Os autores utilizaram dois meios distintos, sendo que o meio mais
rico em nutrientes, contendo extrato de levedura, peptona e sacarose, resultou
em pellets com maior diametro. No segundo meio, sem a adigdo de extrato de
levedura e peptona, os pellets formados apresentaram diametro reduzido. Esses
resultados corroboram os achados de Zhang et al. (2023), que demonstraram a
influéncia significativa desses componentes na morfologia dos pellets fungicos.

Os dados obtidos no presente estudo estdo alinhados com essas
observagdes, uma vez que a auséncia do extrato de levedura e peptona no meio
de cultivo resultou na formacdo de pellets de P. pedernalense F4B1 com
diametros menores. No entanto, até o momento, ndo ha registros na literatura
de estudos especificos que avaliem a formacgao de pellets dessa espécie em
meio com a mesma composicdo utilizada neste trabalho, o que destaca a
relevancia desta pesquisa para a compreensao da morfologia e crescimento
desse fungo em diferentes condi¢cdes nutricionais.

Da mesma forma que o tamanho dos pellets pode mudar com a
composi¢cdo do meio, outros pontos no metabolismo do fungo podem ser
alterados. E provavel que metabdlitos diferentes sejam formados em meios de
composigao distintas. A hipotese levantada, era que o meio mais rico (meio R)
tem o maior potencial de formar compostos mais complexos. Assim, os extratos
brutos obtidos de Penicillium pedernalense F4B1 provenientes do meio de
cultivo e da biomassa cultivados em meio R, foram submetidos a ensaios
biolodgicos de atividade antimicrobiana, formacao de nanoparticulas de prata e

ensaios antioxidantes.
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5.1 BIOSSITESE E CARACTERIZAGAO DAS AGNPS
PRODUZIDAS DE PENICILLIUM PEDERLANSENSE F4B1

A utilizac&o de fungos filamentosos na biossintese de nanoparticulas tem
ganhado destaque devido a sua habilidade de secretar grandes quantidades de
metabdlitos ativos, que s&o essenciais tanto para a redugao dos ions metalicos
quanto para a estabilizagdo das nanoparticulas formadas (ALVES et al., 2022).
Neste estudo, extratos do fungo Penicillium pedernalense FAB1 foram utilizados
como agentes biorredutores para a obtencdo de nanoparticulas de prata
(AgNPs).

A literatura descreve que a biossintese de AgNPs mediada por fungos
pode ocorrer por vias intracelulares, no interior das células fungicas (biomassa),
ou por vias extracelulares, a partir de metabdlitos liberados no sobrenadante
(meio de cultivo) (GURSQY, 2020). A abordagem extracelular € amplamente
adotada devido a facilidade de manipulacéo e recuperagao das nanoparticulas,
sendo possivel adicionar o nitrato de prata diretamente no meio de cultivo
contendo o fungo em crescimento ou utilizar o sobrenadante obtido apds o
crescimento fungico para conduzir o processo de sintese (SANTOS et al., 2021).

Diversos estudos vém demonstrando o potencial de fungos do género
Aspergillus e Penicillium na biossintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) por
meio da utilizagdo do sobrenadante fungico. Gursoy, 2020 relatou a produgao
de AgNPs utilizando o sobrenadante de Aspergillus niger, enquanto Chumkiew
et al., 2020) empregaram o filtrado do cultivo de Aspergillus spp. e Penicillium
spp. para o mesmo fim. Noman et al. (2022) destacaram o uso do sobrenadante
de Penicillium pedernalense na sintese de nanoparticulas, sendo, até o
momento, o unico estudo encontrado na literatura que emprega essa espécie
especifica.

No trabalho conduzido por Noman et al. (2022), a linhagem de P.
pedernalense foi isolada a partir de solo turfoso da Malasia e cultivada em meio
mineral basico esterilizado suplementado com 10 g de cascas de abdbora,
sendo incubada a 28 °C por 10 dias. Diferentemente dessa abordagem, o
presente estudo utilizou o extrato fungico obtido a partir da biomassa (pellets)
de Penicillium pedernalense F4B1, conforme descrito na metodologia (item 3.7),
para promover a biossintese de AgNPs. Extratos fungicos oriundos da biomassa
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sdo amplamente reconhecidos por sua riqueza em compostos bioativos e
grupos funcionais como hidroxilas, acidos carboxilicos e amidas que contribuem
para a reducado e estabilizacdo de nanoparticulas (KAUR; SINGH; KUMAR,
2024).

Os testes realizados com o meio de cultivo demonstraram auséncia de
atividade biorredutora, sugerindo que, nesta linhagem especifica e nas
condicbes empregadas, os compostos responsaveis pela redugdo dos ions
prata estdo mais concentrados na biomassa do que no meio extracelular.

A metodologia de Noman et al. (2022), por outro lado, levanta uma
hipétese relevante: a presenca de residuos vegetais, como a casca de abodbora
no meio de cultivo, poderia ter influenciado diretamente o processo de
biossintese, seja pela acdo redutora de seus metabdlitos, seja por um efeito
sinérgico com os metabalitos fungicos. A literatura aponta que os compostos
bioativos presentes na casca da abdbora exibem diversas atividades bioldgicas,
antioxidante, anti-inflamatdria, antimicrobiana, entre outras que poderiam, em
teoria, contribuir para a reducao de ions metalicos (DONZELLA et al., 2022;
EZZAT; ADEL; ABDEL-SATTAR, 2022).

Contudo, esse fator ndo foi devidamente isolado no estudo, o que
impossibilita a atribuicdo definitiva da acdo biorredutora exclusivamente ao
fungo. Dessa forma, futuros estudos que comparem diretamente a atividade
biorredutora do sobrenadante, com e sem residuos vegetais no meio de cultivo,
seriam fundamentais para elucidar o real papel de cada componente no
processo de biossintese de nanoparticulas.

No presente estudo, a acéo biorredutora do extrato obtido da biomassa
fungica de Penicillium pedernalense F4B1 demonstrou-se efetiva, promovendo
a formacado de nanoparticulas de prata estaveis. Um aspecto relevante a ser
enfatizado € que nenhum agente estabilizador foi adicionado ao sistema
reacional. Isso indica que os proprios metabdlitos fungicos presentes no extrato
atuaram de forma dual: como agentes redutores dos ions de prata e também
como estabilizantes das nanoparticulas formadas. Tal caracteristica reforca a
potencialidade da biomassa fungica como fonte rica em compostos bioativos
com multiplas funcionalidades no processo de biossintese de nanoparticulas

metalicas.
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No estudo de Noman et al. (2022), por sua vez, nao foi relatada a
utilizacdo da biomassa fungica, sendo a biossintese conduzida exclusivamente
com o sobrenadante do meio de cultivo contendo residuos vegetais. Essa
diferengca metodoldgica ressalta a importancia de avaliar o papel da biomassa
como uma alternativa viavel e eficaz para a obtencido de nanoparticulas,
especialmente quando se busca evitar o uso de estabilizantes externos e
promover um processo verdadeiramente verde e sustentavel.

A confirmagdo da biossintese das AgNPs foi realizada por meio da
espectrofotometria UV-Vis, uma técnica valiosa como analise inicial para
deteccdo da formacdo dessas nanoparticulas. Esse método permite a
identificacdo da banda de absorcao da ressonancia plasmoénica de superficie
(RPS), que surge da oscilagdo coerente dos elétrons livres na superficie das
nanoparticulas metalicas quando estas s&o excitadas por luz (SONBOL,;
MOHAMMED; KORANY, 2022).

Ao serem iluminadas, os elétrons na superficie das AgNPs vibram
coletivamente, gerando um pico de absorgado caracteristico em uma faixa
especifica do espectro eletromagnético (CHRISTIANAH; ADEBAYO-TAYO;
OGUNRINADE, 2021). A presenca de um pico de absorbancia na faixa de
comprimento de onda entre 400 e 450 nm é geralmente indicativa da formagao
de nanoparticulas de prata. Por outro lado, o deslocamento do pico de RPS para
comprimentos de onda superiores a 450 nm pode sugerir a formagéo de
particulas maiores ou mesmo agregadas, indicando uma menor estabilidade
coloidal do sistema (ANJUM; VYAS; SOFI, 2023).

No presente estudo, RPS foi registrada em 420 nm, indicando a formagao
efetiva de AgNPs. A sintese ocorreu em apenas 1 hora de reagédo, o que
representa um resultado expressivo, considerando que, conforme relatado na
literatura, a faixa de absorbancia entre 400 e 450 nm esta associada a formacao
de AgNPs, com tempos de reagéo variando entre 30 minutos e 72 horas (RAUT
et al., 2024).

Um estudo realizado por (AGUIAR et al., 2024) com Penicillium citrinum,
observou-se um pico de absorbancia em 427 nm apods 72 horas de incubacgao.
De forma semelhante, Noman et al. (2022) relataram a formagéao de AgNPs a
partir do meio de cultivo de P. pedernalense, com pico de absorbancia registrado
em 418 nm apos 24 horas de reagdo. Ja (GUPTA et al., 2022), utilizando
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Penicillium oxalicum, obtiveram RPS em 420 nm apds 24 horas de incubagao.
Os valores de absorbancia observados nesses estudos sdo semelhantes ou até
idénticos aos obtidos no presente trabalho, que registrou um pico de 420 nm,
reforcando a eficiéncia da biossintese empregando o extrato da biomassa de
Penicillium pedernalense F4B1.

O espalhamento dinamico de luz (EDL) foi a técnica analitica utilizada
para a caracterizagcdo das AgNPs. Trata-se de um método n&o destrutivo
amplamente empregado para determinar o tamanho das particulas e suas
distribuicbes de tamanho em solugbes aquosas ou fisiologicas (PATIL et al.,
2021). O principio fundamental do EDL estd na interagdo da luz com as
particulas, levando em consideragcdo o movimento Browniano, que € o
movimento aleatorio das particulas devido as colisbes com as moléculas do
solvente (LIAQAT et al., 2022). A técnica é eficaz para medir distribuicdes
estreitas de tamanho de particulas, variando de 2 a 500 nm (ZEHRA et al.,
2025).

Para a caracterizagdo das AgNPs, utilizou-se o equipamento Zetasizer
Advance PRO Blue, que emprega o EDL para determinar o didmetro médio das
particulas (em nanémetros, nm), o indice de polidispersao (IP) e o potencial zeta
(mV) por espalhamento eletroforético e luz (EEL). O didmetro médio de
particulas representa o tamanho médio das nanoparticulas sintetizadas, sendo
uma medida crucial para avaliar sua uniformidade e estabilidade (BARABADI et
al., 2023).

O indice de polidispersao (IP) € uma das principais informacdes
fornecidas pelo espalhamento dindmico de luz. Ele indica o grau de
uniformidade no tamanho das nanoparticulas em suspensido, sendo uma
medida da heterogeneidade de uma amostra com base no tamanho das
particulas. O IP reflete a distribuigdo da massa molecular em uma amostra
(DAWADI et al., 2021). Valores de IP inferiores a 0,1 indicam particulas
monodispersas, ou seja, particulas com tamanhos praticamente iguais,
homogéneas. Valores até 0,7 sao tipicos de uma distribuigdo polidispersa, com
particulas moderadamente uniformes e boa estabilidade. Por outro lado, valores
superiores a 0,7 indicam um sistema altamente polidisperso, caracterizado por
particulas de tamanhos variados e com baixa estabilidade (AGUIAR et al.,
2024).
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O diametro das particulas e o indice de polidispersao fornecem
informagdes imprescindiveis sobre as nanoparticulas, permitindo determinar se
elas sao grandes, pequenas, aglomeradas ou homogéneas. O potencial Zeta
também €& um parametro importante, pois esta diretamente relacionado a
estabilidade das nanoparticulas. Ele mede o potencial eletrostatico no plano de
deslizamento das particulas em suspensao. Valores superiores a +30 mV e -30
mV de forma modular, indicam repulsao eletrostatica suficiente para garantir a
estabilidade do sistema, sendo definidos pela carga das superficies das
particulas em um sistema coloidal (ZEHRA et al., 2025).

Em geral, um valor minimo de +30 mV de potencial Zeta é necessario
para assegurar a estabilidade coloidal. Além disso, € amplamente reconhecido
gue uma suspensao com um valor de potencial Zeta préximo de zero nao possui
forca suficiente para evitar a agregacdo das particulas (ISLAM; JACOB;
ANTUNES, 2021). Por outro lado, suspensdes com valores de potencial Zeta
negativos ou positivos elevados tém maior tendéncia a repelir suas particulas,
prevenindo o acumulo de particulas (TAHER et al., 2022).

Os dados obtidos por Espalhamento Dinamico de Luz (EDL) no presente
estudo revelaram que as nanoparticulas sintetizadas apresentaram um diametro
médio de 26,37 + 0,668 nm, associado a um indice de polidispersao (PDI) de
0,46 + 0,017. Esses valores indicam uma distribuicdo de tamanho relativamente
homogénea, bem como a auséncia de aglomeracdes significativas, sugerindo
um processo de sintese eficiente e reprodutivel. Em consonancia com esses
resultados, Rudrappa et al., (2023) relataram a obtencdo de nanoparticulas de
prata (AgPNs) a partir de Penicillium brasilianum, com um IP de 0,40, indicando
também uma populacdo de particulas polidispersas, comportamento
semelhante ao observado na linhagem P. pedernalense F4B1 analisada neste
trabalho.

No estudo conduzido por Noman et al. (2022), foram empregadas
metodologias distintas daquelas utilizadas na presente investigacdo para a
caracterizagao das AgPNs sintetizadas por P. pedernalense. Em vez do EDL,
os autores recorreram a Microscopia Eletrénica de Varredura por Emissao de
Campo (FE-SEM) para a analise morfoldgica e dimensional das nanoparticulas.
Os resultados obtidos revelaram que as AgPNs apresentavam formato

predominantemente esférico, com distribuicdo de tamanho uniforme e auséncia
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de aglomeragdes visiveis, sendo o diametro médio das particulas estimado na
faixa de 28 a 45 nm.

De maneira complementar, Dinesh et al., (2022) investigaram a sintese
de AgPNs utilizando o fungo Penicillium cinnamopurpureum, empregando,
assim como no presente trabalho, a técnica de EDL para a caracterizacio.
Nesse estudo, o didmetro hidrodinamico médio das nanoparticulas foi de 42,9
nm, valor superior ao observado nas particulas obtidas neste trabalho, o que
pode ser atribuido a diferencas nas espécies fungicas utilizadas, nas condi¢des
de sintese ou nos métodos de purificacdo adotados.

O potencial zeta, determinado por espalhamento eletroforético da luz
(EEL), foi de -20,71 £ 0,732 mV, valor que indica uma estabilidade coloidal
moderada devido a repulsdo eletrostatica entre as particulas. Embora valores
superiores a 30 mV sejam considerados ideais para garantir maior estabilidade
em dispersdes aquosas, a literatura relata que -20 mV demonstra uma boa
estabilidade. Como observado por Abd EI Aty et al. (2020), que utilizaram
Penicillium chrysogenum como agente biorredutor e encontraram um potencial
zeta de -22,3 mV, proximo ao valor obtido neste estudo.

A analise conjunta desses parametros fisicos tamanho médio, indice de
polidispersao e potencial zeta permite inferir que o método de sintese
empregado neste estudo é eficaz para a producédo de nanoparticulas de prata
com propriedades fisico-quimicas adequadas, tornando-as potenciais

candidatas para aplicagdes nas areas biotecnoldgica e farmacéutica.

5.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O tratamento de muitas doencas infecciosas representa um desafio
significativo, devido ao aumento da resisténcia bacteriana. Staphylococcus
aureus, destaca-se como um dos principais patdégenos envolvidos em infecgdes
tanto hospitalares quanto comunitarias. A bactéria S. aureus € amplamente
reconhecida por sua elevada versatilidade e capacidade de desenvolver
resisténcia a diversos agentes antimicrobianos (BAI et al., 2024).

As espécies de Staphylococcus spp, demonstram niveis alarmantes de
resisténcia a antimicrobianos amplamente utilizados como, penicilina G,
penicilina V, ampicilina, amoxicilina e carbenicilina. Esse cenario evidencia a

necessidade urgente de estratégias alternativas e mais eficazes, como o uso de
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nanoparticulas metalicas com agao potencializadora das propriedades
antimicrobianas (YANG et al., 2023).

A avaliacdo da atividade antimicrobiana nesse presente estudo, foi
conduzida por meio do método de difusdo em agar, no qual a eficacia do extrato
fungico é determinada pelo didmetro do halo de inibicdo formado em
comparagado com um controle antimicrobiano. Os ensaios realizados com os
extratos brutos de P. pedernalense F4B1, ndo evidenciaram a formacao de
halos de inibic&do, levantando a hipotese de auséncia de atividade antibacteriana
detectavel nos extratos brutos testados.

Porém, a nanoparticula formada pelo extrato da biomassa apresentou
atividade antimicrobiana sobre a bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus
ATCC 25923. Esse resultado indica que a atividade dos metabdlitos contidos no
extrato foi potencializada com a redug¢ao da prata.

A avaliagdo da atividade antimicrobiana no presente trabalho foi
conduzida por meio do método de difusdo em agar, no qual a eficacia do extrato
€ determinada pelo tamanho do halo de inibicdo formado em comparagao com
um controle antimicrobiano. Os ensaios realizados com os extratos brutos de P.
pedernalense F4B1, nao evidenciaram a formacdo de halos de inibigao,
levantando a indicagao de auséncia de atividade antibacteriana detectavel nos
extratos brutos testados (CRISAN et al., 2021).

As propriedades fisico-quimicas uUnicas das nanoparticulas,
especialmente seu elevado indice de area superficial, contribuem para a sua
potente acdo antimicrobiana, sendo eficazes inclusive contra patégenos
resistentes a medicamentos (TAHER et al., 2022). Dentre as cepas avaliadas,
observou-se que Staphylococcus aureus ATCC 25923 (bactéria Gram-positiva)
apresentou maior sensibilidade, com a formacao de um halo de inibicdo de 31 £
1,0 mm, indicando um efeito bactericida significativo das AgNPs produzidas.
Essa atividade pode estar relacionada ao pequeno didmetro das nanoparticulas
(<100 nm), que favorece maior penetragao celular e indugéo de danos a parede
celular bacteriana (NAVEEN et al., 2021).

Em contrapartida, ndo houve formacdo de halo de inibicdo contra
Escherichia coli ATCC 25922 (bactéria Gram-negativa), o que pode estar
relacionado as diferencgas estruturais entre suas paredes celulares. As bactérias

Gram-negativas possuem uma membrana externa composta por
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lipopolissacarideos (LPS), que atua como uma barreira fisica e quimica,
conferindo maior resisténcia a penetragdo e agdo de agentes antimicrobianos,
incluindo as nanoparticulas de prata (KHAN et al., 2024).

O estudo realizado por Raut et al. (2024), com nanoparticulas de prata
(AgNPs) biossintetizadas por Penicillium chrysogenum em ensaios
antibacterianos, utilizando o método de difusdo em agar por pog¢os, revelou um
halo de inibicdo de 19,83 + 0,20 mm frente a bactéria Staphylococcus aureus
ATCC 25923, utilizando a clindamicina (2 pg) como controle positivo. Segundo
a Norma de Desempenho para Testes de Sensibilidade Antimicrobiana (Norma
M100-S1), halos de inibic&o iguais ou superiores a 21 mm com clindamicina séo
considerados indicativos de sensibilidade bacteriana.

No presente estudo, foi utilizada a ampicilina (10 ug) como controle
positivo, cujo critério de sensibilidade segundo a mesma norma exige halos = 29
mm. Além disso, Barabadi et al., (2025) avaliaram AgNPs biossintetizadas por
Penicillium rubens contra S. aureus ATCC 25923, tendo a gentamicina (10 ug)
como controle positivo, e nao observaram formacao de halo de inibicdo com as
nanoparticulas. De acordo com a Norma M100-S1, para que a gentamicina (10
Mg) seja considerada eficaz, o halo de inibicdo deve ser igual ou superior a 15
mm.

Comparando com os estudos anteriores, observa-se que P.
pedernalense F4B1 apresentou desempenho superior em relacdo a outras
espécies do género Penicillium, com halos de inibicdo significativamente
maiores frente a mesma cepa de S. aureus. Esses achados destacam a eficacia
das AgNPs sintetizadas por P. pedernalense F4B1 mesmo contra
microrganismos com barreiras estruturais robustas, como € o caso das bactérias
Gram-positivas, ressaltando seu potencial como agente antimicrobiano
alternativo.

No entanto, estudos adicionais s&o necessarios para elucidar com maior
precisdo os mecanismos de acado envolvidos, e a caracterizacdo das

substancias bioativas que foram potencializadas pelas AgPNs.

5.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

No ensaio antioxidante in vivo, foi utilizada a levedura Saccharomyces

cerevisiae cepa BY4741. De forma geral, ensaios antioxidantes de extratos
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fungicos s&o realizados in vitro utilizando métodos quimicos como DPPH e
ABTS. Os extratos provenientes de Penicillium pedernalense F4B1, foram
testados in vivo com este modelo bioldgico.

A levedura Saccharomyces cerevisiae, € um organismo eucariotico
unicelular, apresenta notavel similaridade com células de mamiferos,
especialmente no que diz respeito a ortologia de proteinas humanas
(CARVALHO MARTINS et al., 2021). Essa caracteristica confere a esse
microrganismo um papel fundamental como modelo biolégico em diversos
estudos cientificos. Entre as areas de pesquisa em mutagénese, estdo os
mecanismos de reparo do DNA e as respostas celulares ao estresse oxidativo
(GONZALES; VILLENA; KITAZONO, 2021).

Devido a sua organizagao gendmica e a conservagao de vias metabdlicas
essenciais, esse modelo experimental tem sido amplamente utilizado para a
compreensao de processos celulares fundamentais, permitindo extrapolagdes
relevantes para a biologia humana. Desta forma, ensaios de toxicidade e
ensaios antioxidantes sdo bem aceitos utilizando este modelo bioldgico
(ALUGOJU; TENCOMNAO, 2024)

Os fungos filamentosos produzem policetideos, terpenoides e alcaloides,
classes também encontradas em extratos vegetais, o que corrobora na
utilizacdo da Saccharomyces cerevisiae nos ensaios antioxidantes in vivo
(NAGIME et al., 2024). No entanto, embora haja similaridade na biossintese e
nas fungdes ecoldgicas dessas substancias, diferengas significativas podem ser
observadas em termos de diversidade estrutural, rotas metabdlicas e papéis
biologicos especificos (LOPEZ-MORENO et al., 2023).

Os resultados obtidos a partir dos extratos do meio de cultivo
demonstraram uma eficacia superior em comparagcdo com aqueles obtidos a
partir da biomassa. Conforme ilustrado na Figura 8, a analise do ensaio de spot,
que é um ensaio qualitativo realizado até a diluicdo de 1x1074, revela que a
protecao conferida as células de levedura foi mais efetiva no tratamento com o
extrato do meio. No entanto, ainda nao esta claro se os efeitos protetores
observados decorrem de mecanismos intracelulares, e extracelulares ou de uma
combinacao de ambos.

No primeiro cenario intracelular, a agao antioxidante do extrato pode estar
relacionada a agao direta sobre o H202 no interior das células ou a indugao de
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uma resposta celular que favorecam um crescimento mais eficiente. Em
contrapartida, no segundo cenario, o efeito antioxidante do extrato pode ser
resultante de uma reagéo direta com o H202 presente no meio extracelular,
resultando na reducdo de sua concentracdo e impactando na redugao da
viabilidade da levedura. Independente do mecanismo, a reducdo do dano
oxidativo € observada.

A Figura 11 apresenta a analise de significancia estatistica entre os
extratos testados e o controle positivo H,0,. Os dados obtidos a partir de seis
ensaios antioxidantes independentes demonstraram que o extrato contém
substancias com propriedades antioxidantes. Observou-se que, na
concentracao de 0,25%, a acao protetora foi mais efetiva em comparacéo com
a concentragdo de 0,50%. O extrato sozinho ndo apresentou citotoxicidade
mesmo em concentragdes superiores a utilizada no ensaio antioxidante relatado
no item 4.1.

Esse resultado levanta a hipotese de que, em concentragdes mais
elevadas, pode ocorrer um efeito paradoxal, no qual o aumento da dose do
extrato ndo necessariamente melhora sua eficacia antioxidante. Isso pode estar
relacionado a presengca de compostos que, em altas concentracoes,
desencadeiam efeitos pro-oxidantes ou influenciam negativamente a viabilidade
celular. Portanto, novos estudos sdo necessarios para compreender 0s
mecanismos envolvidos e otimizar o uso dos extratos de P. pedernalense F4B1
em aplicagbes antioxidantes.

Até o momento, ndo foram encontrados artigos relatando o uso do
modelo biolégico Saccharomyces cerevisiae, em ensaios antioxidantes in vivo
com extratos de fungos filamentosos. Apenas sao encontrados ensaios in vitro,
como DPPH, FRAP e ABTS. Os ensaios in vitro para avaliacao da atividade
antioxidante sdo, em sua maioria, baseados na interacdo entre compostos
antioxidantes e radicais livres estaveis gerados a partir de uma mistura de
reagentes quimicos. A atividade antioxidante de um extrato ou substéncia é
determinada por sua capacidade de neutralizar esses radicais, impedindo danos
oxidativos (RUMPF; BURGER; SCHULZE, 2023).

Os reagentes mais comumente utilizados para os testes antioxidantes
sao: 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), que se baseia na reducdo do radical
DPPH, que muda de cor (de roxo para amarelo) quando recebe um elétron ou
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um atomo de hidrogénio de um antioxidante, permitindo a quantificacdo da
atividade antioxidante. O acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico),
que mede a capacidade do antioxidante em reduzir o radical ABTS+. E o
potencial antioxidante redutor de ions férricos (FRAP), que avalia a capacidade
do antioxidante em reduzir Fe** a Fe?', refletindo seu potencial redutor e,
consequentemente, sua agao antioxidante (LACHGUER et al., 2023; SILVA
TIRONI et al., 2024).

Um ensaio antioxidante in vitro conduzido por Sikander et al., (2020)
avaliou a agao antioxidante dos compostos bioativos produzidos por Penicillium
chrysogenum. Os resultados obtidos no teste de DPPH demonstraram uma
atividade antioxidante de 63,86 + 0,82%, um valor considerado positivo, uma
vez que resultados superiores ao ICs, ja indicam uma significativa capacidade
antioxidante.

Da mesma forma, Kaurt et al., (2020) investigaram a atividade
antioxidante de Penicillium oxalicum e observaram uma alta capacidade de
eliminacgao do radical DPPH, com um IC5, de 127 £ 56 pg/mL. No ensaio ABTS,
a fragéo ativa apresentou um aumento na atividade antioxidante de forma dose
dependente, com um IC;s, de 43 £ 69 ug/mL. No ensaio FRAP, a elevagao na
absorbancia da reacao indicou um aumento na transformacao de ions férricos
(Fe®*) em ions ferrosos (Fe?*), confirmando a capacidade redutora da fragao
ativa testada.

Veli¢kovi¢ et al., (2020) analisaram a atividade antioxidante do extrato
vegetal de Prunus spinosa L. por meio de ensaios in vitro, utilizando os métodos
DPPH, ABTS e FRAP. Os resultados obtidos foram 257,84 + 6,57 ug/mL para
DPPH, 184,43 + 3,88 uyg/mL para ABTS e 0,10 £ 0,01 pyg/mL para FRAP,
indicando uma moderada capacidade antioxidante da espécie estudada.

Em outro estudo, Lachguer et al., (2023) investigaram a agao antioxidante
das fragdes do extrato vegetal de Crocus sativus L., sendo que a fragéo do éter
dietilico apresentou o maior potencial antioxidante, com valores de DPPH de
309,44 £ 33,30 ug/mL e FRAP de 19,82 + 3,75 pg/mL. Neste estudo, o ensaio
ABTS nao foi realizado. No entanto, ao comparar os resultados de DPPH com
os obtidos por Velickovi¢ et al. (2020), observa-se uma similaridade entre os

valores reportados.
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Ao confrontar os estudos que avaliaram extratos vegetais (VeliCkovi¢ et
al., 2020; Lachguer et al., 2023) com aqueles que analisaram extratos fungicos
(Penicillium chrysogenum e Penicillium oxalicum) realizados por Sikandar et al.,
(2020) e Kaur et al. (2019), observa-se que os extratos fungicos apresentaram
melhor atividade antioxidante. Esse resultado sugere que metabdlitos
secundarios produzidos por fungos podem possuir potencial antioxidante em
comparagao com compostos extraidos de fontes vegetais, reforcando a
importancia da exploragdo biotecnolégica de microrganismos na busca por
novos antioxidantes naturais.

Neste presente trabalho, ndo foi possivel a realizacado dos testes in vitro
para avaliacdo da atividade antioxidante. No entanto, essa limitagdo abre uma
perspectiva importante, permitindo a comparacéao entre diferentes espécies do
género Penicillium. Ensaios in vitro utilizando metodologias estabelecidas, como
DPPH, ABTS e FRAP, poderiam fornecer informag¢des adicionais sobre o
potencial antioxidante dos extratos testados, possibilitando uma analise a mais
sobre a eficacia desses compostos em relacdo a outras espécies fungicas e
vegetais.

Mediante os dados observados acima, € possivel estabelecer uma
comparacgao entre a atividade antioxidante do extrato fungico obtido no presente
estudo e a de extratos provenientes de organismos de outros reinos, desde que
tenham sido avaliados sob condi¢cées experimentais semelhantes. Ou seja, ao
empregar o mesmo modelo in vivo e metodologia equivalente, torna-se viavel
comparar a eficacia do extrato fungico com outros compostos ja estudados,
permitindo uma avaliagdo de seu potencial antioxidante. Essa abordagem
comparativa pode fornecer informagdes relevantes sobre a viabilidade do
extrato como uma alternativa promissora em aplicagdes biotecnoldgicas e
terapéuticas.

A avaliagdo da atividade antioxidante de compostos bioativos tem sido
amplamente explorada em diferentes modelos experimentais, especialmente
em organismos unicelulares como Saccharomyces cerevisiae. Oliveira et al.
(2020) investigaram o potencial antioxidante do extrato do fruto de Schinus
terebinthifolius Raddi (pimenta-brasileira ou aroeira), utilizando a cepa selvagem
BY4741 de S. cerevisiae. O ensaio in vivo foi conduzido com a inducdo do

estresse oxidativo por peroxido de hidrogénio (H,O,) na concentracéo de 1 mM,
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durante um periodo de 1 hora. Os autores verificaram que a exposi¢ao ao H,0,
reduziu a sobrevivéncia celular para 29,44%. No entanto, o tratamento com o
extrato vegetal na concentracao de 10 yg/mL aumentou a taxa de sobrevivéncia
para 51,75%, enquanto a concentracéo de 100 ug/mL resultou em uma taxa de
48,59%, indicando uma leve redugao na protecédo celular em concentragbes
mais elevadas.

No presente estudo, a abordagem experimental seguiu metodologia
semelhante, porém com a utilizagdo de um extrato fungico e uma concentragao
diferente do agente oxidante. O peréxido de hidrogénio foi aplicado na
concentracdo de 2 mM, resultando em uma reducédo na sobrevivéncia celular
para 22%. O tratamento com o extrato fungico na concentracéo de 0,25% elevou
a taxa de sobrevivéncia para 65%, enquanto na concentragao de 0,50%, a taxa
foi de 56%. Esses resultados sugerem que o extrato fungico apresenta um efeito
protetor contra o estresse oxidativo induzido por H202 assim como extratos
vegetais.

Ao comparar os dois experimentos, observa-se que o aumento da
concentracao do extrato, tanto fungico quanto vegetal, resulta em uma queda
na taxa de sobrevivéncia celular, enquanto concentragcées mais baixas parecem
conferir maior protegcéo contra o estresse oxidativo. A hipétese é a de que esse
fendmeno pode estar relacionado a presenca de compostos bioativos que, em
altas concentragcbes, podem gerar efeitos adversos ou inibir mecanismos
celulares de resposta ao estresse. Além disso, nenhum dos extratos apresentou
citotoxicidade na auséncia de H20, o que descarta essa possibilidade como fator
influente na reducao da sobrevivéncia celular em concentragdes mais elevadas.

Outro aspecto relevante a ser considerado € a diferenca na concentragao
do peroxido de hidrogénio utilizada nos dois estudos. Enquanto Oliveira et al.
(2020) empregaram H,O, a 1 mM, no presente estudo foi utilizada uma
concentragdo de 2 mM. Esta diferenga sugere a necessidade de avaliar o
percentual de sobrevivéncia sob uma condigcédo de estresse mais branda (1mM),
a fim de determinar se essa adaptacgao poderia conferir uma proteg¢ao ainda mais
pronunciada para o extrato fungico.

Carvalho Martins et al., (2021), avaliaram a atividade antioxidante de
extratos vegetais obtidos de Eugenia copacabanensis e Myrciaria tenella,

plantas nativas da restinga da Mata Atlantica. Para a realizag&o dos ensaios, 0s
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pesquisadores testaram duas concentragdes distintas (0,14 mg/mL e 4,00
mg/mL) e utilizaram diferentes solventes para a extracdo dos compostos
bioativos, especificamente acetato de etila e butanol.

Os resultados indicaram que ambos os extratos vegetais apresentaram
atividade antioxidante e conferiram protegcdo as ceélulas de Saccharomyces
cerevisiae BY4741 expostas ao agente oxidativo perdxido de hidrogénio (H,05)
na concentragdo de 2 mM. No entanto, os efeitos observados variaram de
acordo com a espécie vegetal e o solvente utilizado. No caso do extrato de
Myrciaria tenella, tanto na fragao de acetato de etila quanto na fragdo butandlica,
o aumento da concentracdo do extrato resultou em uma maior viabilidade
celular. Esse comportamento difere dos resultados obtidos no estudo de Oliveira
et al., (2020) e no presente trabalho, onde concentragées mais elevadas do
extrato reduziram a viabilidade celular.

Por outro lado, o extrato de Eugenia copacabanensis apresentou um
comportamento semelhante aos estudos anteriores. Na fracdo extraida com
acetato de etila, observou-se uma redugao na viabilidade celular com o aumento
da concentragdo do extrato. Entretanto, na fragdo butandlica, ocorreu um
aumento significativo da viabilidade celular conforme a concentragdo do extrato
era elevada.

De modo geral, todas as fracbes analisadas por Martins et al. (2021)
demonstraram atividade antioxidante, apesar das variagcbes na viabilidade
celular. Mesmo assim se observa uma perda na viabilidade celular com
concentracdes mais elevadas, por isso € essencial considerar a composi¢cao
quimica especifica de cada extrato e suas interagcbes com os sistemas

biolégicos analisados.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo evidenciou o potencial biotecnolégico promissor do
fungo Penicillium pedernalense F4B1, por meio da avaliagdo de suas
capacidades antimicrobianas, antioxidantes e de biossintese das AgNPs. Os
resultados obtidos foram expressivos e indicam a relevancia da aplicagao dessa
espéecie em contextos clinico-cientificos e industriais.

O objetivo principal da pesquisa foi plenamente alcangado, uma vez que
o isolado P. pedernalense F4B1 demonstrou a capacidade de produzir
metabdlitos secundarios intracelulares com atividade redutora suficiente para
converter ions de prata em nanoparticulas, atingindo escala nanométrica. Este
achado ¢ inédito, visto que, até o momento, os relatos disponiveis na literatura
restringiam-se a sintese extracelular de AgNPs. A descoberta da via intracelular
abre novos caminhos para investigagdes mais aprofundadas, tanto sobre os
mecanismos envolvidos na biogénese quanto sobre a caracterizacdo dos
metabdlitos responsaveis por essa atividade.

As AgNPs biossintetizadas demonstraram relevante agcéo antimicrobiana,
especialmente frente a cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923. Tais
propriedades destacam o potencial dessas nanoparticulas para aplicacdes
futuras em diferentes areas, incluindo a industria farmacéutica e biomédica,
onde agentes com propriedades multifuncionais sao altamente valorizados.

Adicionalmente, destaca-se a expressiva atividade antioxidante
apresentada pelo extrato bruto obtido do meio de cultivo, mesmo na auséncia
da formacdo de AgNPs. Tal resultado evidencia um outro potencial
biotecnoldgico do P. pedernalense F4B1, indicando sua aplicabilidade em areas
distintas, como a industria cosmeética, onde compostos com propriedades
antioxidantes sao amplamente valorizados por seus efeitos protetores e
regenerativos sobre a pele. Essa descoberta amplia o escopo de aplicagao da
espécie e reforca a importancia de estudos voltados a caracterizacao detalhada
de seus metabdlitos bioativos.

Como perspectiva, sugere-se a ampliacdo dos estudos microbiolégicos,
testando as AgNPs sintetizadas frente a outras cepas bacterianas, incluindo
linhagens multirresistentes e de maior viruléncia, com o intuito de compreender

de forma mais precisa o seu espectro de acdo e o0 mecanismo envolvido na
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inibigdo microbiana. Do mesmo modo, recomenda-se a identificacdo e
categorizagdo dos metabdlitos intracelulares envolvidos na sintese das
nanoparticulas, o que podera contribuir significativamente para o entendimento
dos processos metabdlicos do fungo e para o desenvolvimento de novos
bioprodutos.

Dessa forma, este trabalho contribuiu para o mapeamento inicial do
potencial da linhagem de P. pedernalense F4B1. Indicando que os estudos
envolvendo essa espécie estdo apenas comegando, e que seu aproveitamento

pleno depende de futuras investigagdes multidisciplinares.
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