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RESUMO

Determinacgao da acao antifungica de madeira Pinus elliottii tratada com
nanoparticulas de prata

A madeira € um material utilizado na construgao civil de diversas maneiras e
apresenta um expressivo valor estético. Problemas que prejudicam seriamente suas
propriedades estéticas e estruturais sdo, em especial, 0 aparecimento de pragas e o
desenvolvimento de fungos filamentosos, ou seja, os bolores, e outros micro-
organismos. Este trabalho propés avaliar a agdo antifungica das nanoparticulas de
prata (NPAQg) contra Aspergillus niger em madeira Pinus elliottii. A sintese de NPAg
foi realizada por meio da redugdo quimica do nitrato de prata (AgNOs3) utilizando
borohidreto de sddio (NaBH4), confirmada pela coloragdo amarelada, caracteristica e
por espectrofotometria UV-Vis, com detec¢do do pico plasménico em 400 nm. Foi
entdo realizada a determinagcdo da concentrag&o inibitoria minima (CIM) de NPAg
sobre Aspergillus niger (CCCD- AA 001) e, em seguida, avaliou-se a atividade
antifungica da madeira Pinus elliotti com NPAg. As amostras de madeira foram
cortadas em pequenos cubos de 5x5x5 mm, esterilizadas em autoclave e tratadas
com diferentes concentragdes de NPAg (428, 214 e 107 ppm). Apos o tratamento,
foram inseridas em placas de cultura contendo meio de cultura inoculado com o
Aspergillus niger (CCCD- AA 001) a fim de obter a formagéo do biofilme, seguido de
plagueamento para quantificar as UFC/mL e, por fim, verificou-se a atividade
metabdlica por meio da redugcdo do Brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
Difeniltetrazolio (MTT).Observou-se que o CIM foi de 53,56 ppm e todas as amostras
de madeira tratadas com NPAg inibiram o crescimento e a atividade metabdlica de
Aspergillus niger (CCCD- AA 001). Foi possivel concluir que as amostras de madeira
impregnadas com NPs evitam a proliferagdo de micro-organismos, podendo trazer
beneficios para a saude dos habitantes e para o meio ambiente e conferir qualidade
e durabilidade nas construcées que utilizam madeira.

Palavras-chave: Pinus elliotti. Nanoparticulas de prata. Atividade Antifungica.
Aspergillus niger.



ABSTRACT

Determination of the antifungal action of Pinus elliottii wood treated with silver
nanoparticles

Wood is a material used in civil construction in many ways and has a great aesthetic
value. Problems that seriously impair its aesthetic and structural properties are the
appearance of pests and the development of filamentous fungi, that is, molds, and
other microorganisms. This work proposed to evaluate the antifungal action of silver
nanoparticles (NPAg) against Aspergillus niger on Pinus elliottii wood. The synthesis
of NPAg was carried out from the chemical reduction of silver nitrate (AgNO3) using
sodium borohydride (NaBH4) and confirmed by the yellowish coloration and by UV-
Vis spectrophotometry, with detection of the plasmonic peak at 400 nm.
determination of the minimum inhibitory concentration (MIC) of NPAg on Aspergillus
niger (CCCD-AA 001), then the antifungal activity of Pinus elliotti wood with NPAg
was evaluated. The wood samples were cut into small 5x5x5mm cubes, sterilized
and treated with different concentrations of AgNP, after the treatment they were
placed in culture plates containing culture medium inoculated with Aspergillus niger
(CCCD-AA 001) in order to obtain the formation of the biofilm, followed by plating to
establish the CFU/mL and finally, the metabolic activity was verified through the
reduction of 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium bromide (MTT) It
was observed that the MIC was f53.56 ppm, all samples of wood treated with NPsAg
inhibited the growth and metabolic activity of Aspergillus niger (CCCD-AA 001). It
was possible to conclude that the wood samples impregnated with NPs prevent the
proliferation of pests, fungi, bacteria and other microorganisms, which can bring
benefits to the health of the inhabitants and the environment, providing quality and
durability in buildings that use wood.

Keywords: Pinus elliottii. Silver nanoparticles. Antifungal Activity. Aspergillus niger.
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1 INTRODUGAO

O Brasil € um pais extenso e com vastas florestas que produzem diversas
espécies de madeira para o uso na construgdo civil. Segundo Gongalves e
Bartholomeu (2000), a madeira € um material importante utilizado na construgao,
seja na estrutura, no fechamento, na decoragéo, seja em quaisquer outras fungdes
possiveis. Pode ser usada como matéria-prima para uma ampla quantidade de
produtos e substancias que sdo empregados em varios setores industriais. No
entanto, por causa da sua composi¢cao quimica e estrutura anatbmica, pode ser
atacada por agentes deterioradores, como por exemplo, fungos, térmitas e brocas
marinhas, que a utilizam como fonte de energia (PAES; MELO; LIMA, 2007).

Os agentes deterioradores da madeira que causam maior dano sao 0s
fungos e as térmitas (cupins). A maioria das manchas e bolores e 0 consumo da
madeira sao provocados por fungos, cujo crescimento e desenvolvimento dependem
da temperatura (25 a 30°C), da umidade (= 20%), do oxigénio (O) e do pH (4,5 a 5,5)
adequados (CLAUSEN, 2010). Ja os cupins de madeira seca conseguem se
desenvolver em material lignocelulésico com umidade de 10 a 12%, ao passo que 0s
de habitos subterraneos sao dependentes de umidade mais alta, que retiram do solo
ou de outro substrato. A capacidade de resistir a deterioracdo é determinada de
acordo com o tempo que a madeira suporta o ataque de tipos especificos de
agentes deterioradores, ou do quanto de biomassa é consumido durante o tempo de
exposicao a esses agentes, conforme determina a American Society for Testing and
Materials ASTM (2017), no método de teste ASTM-D2017.

Existem espécies madeireiras que possuem resisténcia ao ataque de agentes
deterioradores (organismos xil6fagos) por apresentarem caracteristicas peculiares,
como a presenga de extrativos de carater fendlico e componentes minerais da
madeira (presentes nas cinzas) que acarretam na inibicdo do ataque dos agentes
biolégicos. Os minerais fazem parte da constituigdo quimica da madeira e dependem
das condicbes ambientais sob as quais a arvore cresce e de sua localizacdo na
planta. A silica, sob a forma de didxido de silicio (SiO2), ocorre no interior das células,
nos raios e no parénquima axial. A dureza dos silicatos lhes confere propriedades que
reduzem o ataque de fungos e, em especial, de insetos e brocas marinhas (SOUZA et
al., 2009). Madeiras que apresentam alto teor de silicato (>2%) em sua estrutura séo

consideradas resistentes ao ataque de cupins e brocas marinhas (PANSHIN; DE
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ZEEUW, 1980). Foi constatado que madeiras com aproximadamente 0,5% de silica
causam rapido desgaste em serras, durante o processamento primario e secundario,
provavelmente provocado pela acdo abrasiva do composto e 0 mesmo efeito é
causado as mandibulas dos agentes xilé6fagos mencionados (FARMER, 1968). No
entanto, ha espécies que possuem baixo teor de extrativos fendlicos e cinzas, que sao
susceptiveis ao ataque de agente xiléfago, sendo necessaria a aplicagdo de
substancias quimicas para aumentar sua vida util. Dessa forma, sdo madeiras de
baixa durabilidade, cuja vida util mais curta resulta na necessidade de reposigbes e
maior exploragao dos recursos florestais (PAES et al., 2013).

Para prevenir o ataque dos organismos xil6fagos, sao aplicados métodos de
tratamento da madeira com uso de substancias preservativas, a fim de prolongar a
sua vida util. No entanto, a maioria dos produtos desenvolvidos para esta finalidade
inclui na sua formulagao substancias quimicas, como arsénio, cromo, cobre e boro,
que tornam o processo oneroso, além de serem danosos ao homem e ao ambiente,
exigindo cuidados na manipulagdo, dosagem, vazamentos e descarte ou reutilizagdo
do material tratado apds o término de sua utilizagdo (EUFLOSINO, 2015). Na
industria de tratamento de madeira, geralmente buscam redugédo de custos com o
processo, como a utilizagcdo de menos produto e resultado satisfatorio, deixando na
maioria das vezes de lado a busca por métodos e, ou, produtos que acarretem na
diminuig&o dos riscos a saude e a vida do homem (MORESCHI, 2011).

O desenvolvimento de pesquisas sobre substancias preservativas para
madeira sempre esteve em expansao, sendo necessario o seu direcionamento para
a analise de produtos com menor potencial de danos ambientais e a saude de outros
organismos (BRAND; ANZALDO; MORESCHI, 2006). Assim, tratamentos que
envolvam métodos alternativos para a protegcao da madeira sdo importantes para
viabilizar custos, além de reduzir impactos ao ambiente.

Ja faz um tempo que o uso de nanoparticulas € estudado e inserido em
novos produtos. Com a mudanga na combinacdo e estrutura dos materiais em
escala nano, novos materiais sdo obtidos, apresentando propriedades especificas,
especialmente a atividade antimicrobiana, que é estudada como opcéo frente ao
aumento da resisténcia que os micro-organismos tém desenvolvido em relagdo aos
antibioticos convencionais (DASHTI et al., 2012).

Em 2013, o Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovagdo e Comunicagéo

(MCTIC) fundou a Iniciativa Brasileira de Nanotecnologia (IBN), que foi langada com
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o objetivo de criar, integrar e fortalecer agbes governamentais para promover o
desenvolvimento cientifico e tecnoldgico da nanotecnologia, focado na promogao da
inovagado na industria e na prosperidade econdmica e social do pais. Ja os
nanossensores, a nanomedicina e a nanosseguranga tornaram-se assuntos
prioritarios a partir de 2019 (SILVA; SANTOS, 2020).

As NPs apresentam alta superficie de contato, isso costuma proporcionar
maiores reatividades quimicas, mais atividades bioldégicas e comportamentos
cataliticos, do que particulados de maiores dimensdes (GARNETT; KALLINTERI,
2006). No Brasil ja foram desenvolvidos diversos produtos com nanoparticulas, tais
como: Grafite (Faber-Castell®); Secador de cabelo (Nanox/TAIFF®); Nanodosimetro
molecular de uso pessoal (Ponto Quantico®); Pigmentos especiais para tintas
(Bunge®); Lingua eletrdnica (Embrapa); Particulas de prata para evitar o odor
(Diklatex®); Sistema de liberagdo controlada de medicamentos (Nanocore®);
Revestimentos (Nanox Tecnologia S.A.); Cosméticos para controle de sinais de
envelhecimento (Boticario®); Prétese arterial (Nano Endoluminal) (BRASIL, 2010).

As nanoparticulas de prata (NPAg) tém inumeras aplicagdes, tais como:
antimicrobiana, nas embalagens alimentares, peles artificias, tratamentos de agua,
curativos; também podem ser considerados biossensores, catalizadores,
antifalsificagdo, na industria de papel, odontoldgica, entre outras (BRASIL, 2010).

A citotoxicidade das NPs de prata € bem elevada, funcionando contra muitos
micro-organismos tais como bactérias e fungos (CARLSON et al., 2008).

As propriedades antimicrobianas dos metais prata e do cobre (tanto na
forma de NPs como na forma ibnica) sdo amplamente difundidas, sendo a prata a
mais utilizada. O seu efeito contra fungos patogénicos ndo era tdo estudado quanto
o efeito antibacteriano (PINTO, 2012). No caso especifico da prata, Pinto (2012)
ressalta que este metal € utilizado desde os egipcios, sobretudo na medicina
moderna desde o inicio do século XX. Carniel (2013) cita que as NPs de prata tém
um potencial na agricultura importantissimo, pois seu uso é apropriado para todas as
fases da agricultura, indo do plantio a fertilizantes e defensivos agricolas.

Zanatta et al. (2018) concluiram que NPs de dioxido de titAnio formam uma
camada protetora que proporciona maior estabilidade e resisténcia térmica em
amostras de madeira, em razdo do carater ceramico das NPTiO2. As analises
termogravimétricas realizadas determinaram que na madeira sem tratamento ocorre
perda de massa de 70% aos 380°C e 11% de residuos aos 700°C, diferentemente
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da madeira tratada com NPTiOz2, que nestas temperaturas atingiu percentagens de
45% e 46%, respectivamente. Em adi¢ao, verificou-se pelos testes de chama, que o
tempo para a ignigcdo da madeira modificada foi retardado em cerca de 7 vezes em
relagcdo ao controle. O estudo concluiu que a modificacdo da madeira pelo processo
solvotermal assistido por micro-ondas foi eficiente na reducédo da inflamabilidade e
degradagao da madeira exposta ao aumento de temperatura.

Em recente pesquisa com NPAg, Valcorte (2021) identificou que durante a
secagem, pecas de madeira impregnadas com solugcdo de NPs de 100 ppm
obtiveram menor perda de massa que as amostras sem adicdo de NPAg. Além
disso, o teste de molhabilidade indicou que as tabuas com impregnacao de 100 e 40
ppm mostraram maior potencial hidrofobico. Os resultados deste estudo constataram
que a impregnagcdo de nanoparticulas de prata traz beneficios de resisténcia e
higroscopicidade para as madeiras do Eucalyptus grandis (VALCORTE, 2021).

A madeira de seringueira contém altos teores de carboidratos que
contribuem para uma baixa durabilidade biolégica, isso inviabiliza um processo de
secagem natural e dificulta sua utilizagcdo apos a exploragdo do latex. Porém, o
tratamento dessa espécie de madeira com NPAg é capaz de melhorar as suas
propriedades fisicas, mecanicas e biologicas, além de catalisar o processo de
secagem, reduzir a higroscopicidade e aumentar a estabilidade dimensional
(LATORRACA et al., 2022).

Embora algumas pesquisas apontem a relevancia de um possivel impacto
negativo das NPs no meio ambiente, Martinez et al. (2020) alegam que elas também
podem ter um impacto benéfico que deve ser cuidadosamente considerado. As
nanoparticulas podem ter uma influéncia positiva em seu entorno com algumas de
suas aplicagdes. Entre a ampla gama de atividades potenciais que elas podem
possuir para reduzir a poluicdo e melhorar a saude ambiental como promover
sistemas de produgdo com menor gasto de energia ou auxiliar no processo de
tratamento de agua e solo.

Como se pode notar, nos paragrafos anteriores, o0 avango das pesquisas
envolvendo NPs e madeira tem revelado diversos beneficios que comprovam a
importancia da realizagao de mais estudos relacionados.

Apo6s o levantamento dessas informacgdes, para o desenvolvimento deste
trabalho, foi escolhida a espécie de madeira Pinus elliottii, que € uma espécie muito
utilizada para fungbes que nao exigem resisténcia mecanica, porém se trabalhado

de maneira adequada e com dimensionamento correto ele pode ser utilizado para
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cumprir fungéo estrutural e até mesmo cobrir grandes vaos livres. Além disso, € uma
madeira de reflorestamento, que apresenta rapido crescimento e facilidade de
manejo, aléem de ser amplamente utilizada no Brasil, que € o maior exportador
mundial de compensado de Pinus e exporta grandes quantidades desse material.
Ela é utilizada para construgdo, molduras, produtos beneficiados e pré-acabados,
tais como portas, janelas e torneados, armarios e gabinetes para banheiro, cozinha,
tamponamento de modveis domésticos, comerciais, de jardinagem e institucionais,
além de pallets e contéineres, estruturas e casas pré-fabricadas, e sua produgao
esta basicamente concentrada nas regides Sul e Sudeste do pais. As plantagdes de
pinus para serraria s&o manejadas com fuste alto, as mudas sédo plantadas com
espacamento de 3 x 2 m, e sao realizadas trés desramas entre o quinto e sétimo
ano da planta, e quatro desbastes dos 10 aos 14 anos, geralmente para plantagdes
com rotagao de 26 anos (FLORIANO et al., 2009).

A utilizacdo de materiais nanoestruturados tem se difundido cada vez mais
na industria brasileira. Hd um grande interesse na utilizagcdo de nanoparticulas de
prata (NPAg), uma vez que elas possuem propriedades como boa condutividade,
elevado efeito catalitico, alta area superficial e excelente atividade antimicrobiana e
podem ser utilizadas para reduzir infecgdes, prevenir a colonizagao bacteriana em
superficies de préteses e outros materiais, também é utilizada na industria de
alimentos, tratamento de agua e fabricacdo de tintas antibacterianas. O efeito
antimicrobiano da prata é reconhecido ha muito anos (ANTUNES et al., 2013).

O uso de nanoparticulas na prote¢do da madeira, de acordo com Borges
(2019), tem avangado bastante nos ultimos anos, fato que abre portas para novos
experimentos e aplicagdes do conhecimento dentro da area de preservacédo de
madeiras. Ainda segundo a autora, estudos com a aplicagdo de nanoparticulas de
oxidos de zinco e cobre comprovaram eficacia no combate ao cupim de madeira
seca. Além disso, as NPs aplicadas em madeira costumam conferir protecdo UV,
conforme foi constatado no trabalho de Salla, Pandey e Srinivas (2012).

Nesse contexto, perante a necessidade de investigar a eficacia de métodos
alternativos que tornem evidente a potencialidade de novos produtos para o
tratamento de madeira, pode-se asseverar que a presente pesquisa, que tem como
hipétese a eficacia do uso de nanoparticulas de prata (NPAg) no tratamento da
madeira de Pinus elliotti contra a acdo do fungo Aspergillus niger, se torna

importante.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar se as amostras de madeira Pinus elliottii impregnadas com
nanoparticulas de prata (NPsAg) apresentam agao antifungica contra Aspergillus

niger.

2.2 Objetivos especificos

e Sintetizar as nanoparticulas de prata (NPsAQ).

e Determinar a concentragcdo inibitéria minima (CIM) de NPAg contra
Aspergillus niger (ATCC)

e \Verificar a atividade antifungica de NPAg impregnada em madeira Pinus
elliottii contra Aspergillus niger (ATCC) por meio dos testes de biofiime e

plaqueamento.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Sintese de nanoparticulas de prata

De acordo com o método proposto por Guidelli et al. (2013), as NPAg foram
sintetizadas a partir da redugdo quimica do nitrato de prata (AgNO3) utilizando boro-
hidreto de sodio (NaBH4). Adicionou-se 200 mL de uma solugéo de AgNO3 2 mM em
200 mL de uma solugdo de NaBH4 8 mM. Todo o sistema foi mantido sob agitagao
vigorosa por 6 horas em 200 rpm e temperatura ambiente, a fim de garantir a
reducgao total da prata.

Durante a sintese, o NaBH4 € adicionado em excesso em relagdo ao AgNOs,
ja que ele atua como agente redutor dos ions prata e € responsavel pela estabilizagdo
das nanoparticulas. Isso ocorre pois os ions do NaBH4 se adsorvem nas superficies
das NPs, envolvendo-as e gerando cargas em suas superficies, que criam repulséo

eletrostatica entre as NPs, evitando que se agreguem (MELO JR. et al., 2012).

Figura 1 - Sintese de nanoparticulas de

prata (NPAg) - AgNOs adicionado

a solugcédo de NaBH4 gota a gota,

sob agitagdo a 200 rpm
B

Fte: O autor.
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3.2 Determinagao da concentragao inibitéria minima (CIM) de NPAg contra

Aspergillus niger

3.2.1 Diluigao das NPsAg e preparo das solugdes de trabalho

A diluicdo das concentragbes de NPAg foi realizada para determinar um
ponto de corte para a agédo antifungica das NPAg. Séries de diluicbes de 2 vezes
baseadas em 1000 yL NPAg/1000 pL, foram preparadas em meio de cultura RPMI
2% G, 2x concentrado. O meio RPMI 2% G usado nas placas foi preparado com o
dobro da concentragédo final para permitir uma diluicdo de 50%, uma vez que o
inoculo foi adicionado. Esta abordagem permitiu que o in6culo fosse preparado em
agua destilada. Sendo assim, foram preparadas diluicbes seriadas de NPAg e a

concentracao inicial foi de 428,5 ppm e a final foi de 2,14 ppm.

3.2.2 Preparacgao das placas de microdiluicdo

Foram utilizadas placas de microdiluicio com 96 pocos estéreis e
descartaveis, com pocos de fundo chato, sem tampas de baixa evaporagdao, com
capacidade de aproximadamente 300 uL por poco.

Nos pocos de 2 a 11 de cada coluna da placa de microdiluicdo, foram
dispensados 100 pyL de cada tubo, contendo a concentragdo correspondente (2 x a
concentragao final) de NPAg. Nos pocos 1 e 12, foram dispensados 100 yL do meio
RPMI 2% G com o dobro da concentragéao.

Sendo assim, nas colunas de 2 a 11 foram adicionados 100 pyL de 2x a
concentragéo final de NPAg em meio RPMI 2% G com o dobro da concentracao,
sendo a maior concentragao de 428,5 ppm e a menor de 0,42 ppm. As colunas 01 e

12 receberam o dobro da concentracdo do meio RPMI 2% G.

3.2.3 Preparacao do inéculo de Aspergillus niger

Para todos os experimentos foi utilizada a cepa CCCD- AA 001 de
Aspergillus niger. A concentragédo final do indculo foi de 1,0 x 10° a 2,5 x 10°
UFC/mL, utilizando-se o método de suspengao dos conidios, como descrito a seguir

e, de acordo com a metodologia desenvolvida pelo “The European Committee on
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Antimicrobial Susceptibility Testing - EUROCAST”, com modificagbes propostas pelo
“The Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing - BRCAST”
(EUROCAST, 2015).

Os isolados foram subcultivados sobre agar batata dextrose e incubados a
35°C. As suspensodes dos indculos foram preparadas de culturas frescas e maduras
apods cinco dias de cultura.

A cultura de cinco dias de Aspergillus niger (CCCD- AA 001) foi coberta com
aproximadamente 5 mL de agua destilada estéril suplementada com 0,1% de Tween
20. Posteriormente, os conidios foram cuidadosamente raspados com um swab
estéril e o material foi transferido com uma pipeta estéril para um tubo do tipo Falcon
também estéril. A suspensdo foi homogeneizada por 15 segundos em agitador
giratério a aproximadamente 2.000 rpm.

Apos agitagdo, a amostra foi examinada para a presenca de hifas e
aglomerados. Como foi observado um numero significativo de hifas (> 5% das
estruturas fungicas), 5 mL da suspenséao foi filtrada em filtro estéril com poros de
diametro de 11 pym. Esta etapa removeu as hifas para obtengdo de uma suspensao
composta por conidios.

A suspensio foi ajustada a uma concentragido de 2-5 x 10 conidios/mL,
pela contagem de conidios em uma camara hemocitométrica (camara de Neubauer),
apos o ajuste da concentragao foi realizada uma diluicdo de 1:10 em meio RPMI
1640 (com L-glutamina e indicador de pH sem bicarbonato) suplementada com
glicose para uma concentragdo final de 2% (RPMI 2% G) estéril para obter a
concentragdo de trabalho do inéculo de 2-5 x 10° UFC/mL, conforme a Figura 2.

Figura 2 - Diluicdo 1/10 de 2-5 x 105 UFC/mL em agua
destilada estéril, suplementado com 0,1% de
Tween 20, para obteng¢ao do inéculo de uso de 2-5
x 106 UFC/mL pronto para distribuir nas placas de
microtitulacido contendo as diferentes
concentracoes de NPAg

1000pL \’Q
S0\

(

Inéculo de 2-5 x 105 UFC/mL
em agua destilada estéril
suplementado com 0,1% de
Tween 20. 9,0 mL RPMI 2% para G.

Fonte: O autor.
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3.2.4 Inoculacdo da placa de microdiluicdo para determinacdo da concentracao
inibitéria minima (CIM) de NPAg

Define-se a CIM para os NPAg como a menor concentragdo capaz de inibir
visualmente o crescimento fungico verificado nos orificios, quando comparado com o
crescimento controle (coluna 12).

As placas de microdiluigdo foram inoculadas dentro de 30 min da preparagao
da suspensao do indculo, a fim de manter a concentragdo de conidios viaveis.
A suspensio de conidios a 2-5 x 10° UFC/mL foi agitada e inoculada em cada pogo
da placa de microdiluicao, sem tocar no conteudo do poco, com o auxilio de pipeta
multicanal em 100uL, no sentido horizontal-fileiras A, B, C, D, E, F, G e H nos
orificios de 2 a 12 de cada fileira.

Ao final desse procedimento obteve-se a concentracdo da NPAg e a
densidade do indculo requeridas (inéculo final = 1-2,5 x 10° UFC/mL), como

demonstrado na Figura 3 e no Quadro 1.

Figura 3 - Distribuicao de 100uL da suspenséo de 2-5 x 106 UFC/mL de Aspergillus
niger (CCCD- AA 001) em placa de microtitulagédo contendo as diferentes
concentragdes de NPAg, concentragao final de 1,0 a 2,5 106 UFC/mL

Coluna 2 até Coluna 12 — (vermelho e amarelo)

100 pL da suspensdo de conidios a 2-5 x 10%

UFC/mL.
A . 4 v
Coluna 1 = CE controle de esterilidade Coluna 12 = CC Controle de crescimento
(azul) contendo apenas 200 puL de meio (amarelo) ndo contém antifungico, apenas
RPMI. 100puL de meio RPMI e 100uL do inéculo.

Fonte: O autor.
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Quadro 1 -Esquematizacdo da concentracdo final de nanoparticulas de prata
(NPAg) em placa de microtitulagdo de 96 pogos apos inoculagdo de
100uL da suspensdo de 2-5 x 108 UFC/mL de Aspergillus niger (CCCD-

AA 001)

1 2 3 4 5 6 7 18] 9 10|11 12
A o 214,25 | 107,13 | 53,56 | 26,78 13,39 | 6,70 | 3,35 | 1,67 | 0,84 | 0,42 c+
B C- 214,25 | 107,13 | 53,56 | 26,78 | 13,39 | 6,70 | 3,35 | 1,67 | 0,84 | 0,42 | c+
C o 214,25 | 107,13 | 53,56 | 26,78 13,39 | 6,70 | 3,35 | 1,67 | 0,84 | 0,42 c+

D| ¢ |21425| 107,13 | 53,56 | 26,78 | 13,39 | 6,70 | 3,35 | 1,67 | 0,84 | 0,42 | c+
E| c- |21425| 107,13 | 53,56 | 26,78 | 13,39 | 6,70 | 3,35 | 1,67 | 0,84 | 0,42 | c+
E| c- |21425| 107,13 | 53,56 | 26,78 | 13,39 | 6,70 | 3,35 | 1,67 | 0,84 | 0,42 | c+
G| c- |21425| 107,13 | 53,56 | 26,78 | 13,39 | 6,70 | 3,35 | 1,67 | 0,84 | 0,42 | c+
H| ¢ |21425| 107,13 | 53,56 | 26,78 | 13,39 | 6,70 | 3,35 | 1,67 | 0,84 | 0,42 | c+

Fonte: O autor.

C - Controle negativo: 200uL de meio RPMI 2% G

C + Controle positivo (crescimento): 100uL indculo + 100uL RPMI 2% G

Linhas A a H: 100 pL de suspenséo fungica (indculo final = 1-2,5 x 105 UFC/mL

Colunas de 2 a 11: concentragdes finais de NPAg apds inoculagédo da suspensao fungica

As placas de microdiluigdo foram incubadas sem agitacao a 37°C por 48 *
2h em ar atmosférico.

Foi realizada a contagem de viabilidade para controle de qualidade e
confirmagdo de que os pocgos testes continham entre 1 — 2,5 x 10° UFC/mL do
seguinte modo: 10 puL da suspensdo do in6culo foi diluida em 2 mL de agua
destilada estéril suplementada com 0,1% Tween 20. A suspenséo foi agitada em um
agitador giratério a 2.000 rpm. Posteriormente, 100 uL desta suspensao foi
plaqueada na superficie de agar batata dextrose, e incubada por 48 h. Contagem de

100 a 250 colbnias sao esperadas de uma suspensao teste aceitaveis.

3.2.5 Interpretacao dos resultados

A concentragdo inibitéria minima (CIM) de NPAg, ou seja, o ponto final de
crescimento fungico, foi lido visualmente, registrando-se o grau de crescimento
fungico de cada pogo. A concentragdo de NPAg que nao produz crescimento visivel
a olho foi considerada o valor da CIM. Além disso, também foi realizado outro teste,
com a utilizagdo da resazurina, um indicador redox, que a principio apresenta

coloracao azulada, e apds a entrada nas células, em resposta a atividade metabdlica
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das células vivas, € reduzida a resorufina, que tem uma coloragdo rosa e é
fluorescente. Dessa forma, apds o periodo de incubagdo e a leitura visual para
determinacao da CIM de NPAg, foram adicionadas 20uL da solugéo de resazurina,

teste que foi revelado apds um periodo de incubacao de duas horas.

3.3 Preparacao das amostras de madeira

Para o desenvolvimento do trabalho foi escolhida a espécie de madeira
Pinus elliottii, amostras medindo 5x5x5 mm. A escolha desse tamanho de amostras
se deu em razao da necessidade de colocar essas amostras dentro de uma placa de
cultura de 24 pogos, o que permitiu uma redugado significativa na quantidade de
placas e no custo do experimento.

Para cortar as amostras de madeira foram utilizadas uma serra circular de
bancada com disco de 10 polegadas, e uma serra de meia esquadria, com disco do
mesmo tamanho, apds cortar laminas de 5 mm de espessura (Figura 4), as quais
foram fatiadas em palitos de se¢do 5 x 5 mm (Figura 5). Esses palitos foram
agrupados e envolvidos com fita crepe para possibilitar o corte transversal em serra

de meia esquadria, que resultou nos cubos de 5 x 5 x 5 mm (0,125 cm?) (Figura 6).

Figura 4 - LAminas e Figura 5 - Palitos Figura 6 - Cubos de
palitos agrupados 5x5x5mm

Fonte: O autor. Fonte: O autor. Fonte: O autor.

Apods o corte, foram descartadas as amostras que estavam em contato com
a fita crepe, para evitar que residuos de cola pudessem interferir no experimento. Os
pequenos cubos de madeira foram todos embalados em papel grau cirargico e

autoclavados para eliminar qualquer possivel contaminacéo prévia.
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Com a finalidade de comparar os resultados do tratamento com NPs
proposto neste trabalho, utilizando um produto eficaz e existente no mercado,
decidiu-se preparar amostras tratadas com Stain preservativo Osmocolor®. Segundo
o fabricante (Montana® Quimica LTDA, Sao Paulo, Brasil), esse produto é composto
por 0,25% de IPBC e 99,75% de resinas, pigmentos, cargas minerais e solvente.
Apos aplicado, possibilita que a madeira apresente alta resisténcia a raios
ultravioleta, fungos e adquira fungédo hidrorrepelente. Porém, n&o é indicado para
recipientes que entrardo em contato com alimentos, agua e solo. Essas amostras,
previamente esterilizadas, foram mergulhadas no produto e serviram como uma
opgao de controle negativo. As amostras foram imersas pelo periodo de uma hora
no Stain, e depois foram retiradas para escorrer o excesso do produto, apos 24
horas de secagem em estufa, com temperatura controlada de 37°C, foram

novamente embaladas e autoclavadas para garantir a esterilidade do experimento.

3.3.1 Impregnacgé&o das amostras

A fim de descobrir a quantidade de NPs que as amostras eram capazes de
absorver, foram colocadas 20 amostras de 0,125 cm® e percebeu-se que cada
amostra absorveu 0,125 mL da solucdo de nanoparticulas.

Para impregnar as amostras com as nanoparticulas, foram reservados trés
tubos Falcon de 50 mL. Nesses tubos foram adicionados 40 mL de NPs, sendo o
primeiro com concentragao de 428 ppm, o segundo com 214 ppm e o terceiro com
107 ppm. Em cada tubo foram inseridas 12 amostras de madeira, para haver reserva
além das 4 que foram utilizadas. Com o objetivo de analisar visualmente a
estabilidade das NPsAg, a mesma quantidade foi adicionada em outros tubos que
nao receberam as amostras de madeira. Foi constatado que ndo houve alteracao

visual nas NPs apds a impregnacéo, o que indica que elas ndo se desestabilizaram.
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Figura 7 - Tubos no agitador orbital

et
Fonte: O autor.

Os tubos com as amostras foram colocados em um agitador orbital (Figura
7) por um periodo de 60 minutos, apés um intervalo de tempo igual, foram
novamente agitados durante 60 minutos. Apds esse processo de 3 horas de
imersao, as amostras foram retiradas com a ajuda de pingas estéreis e colocadas
em placas de Petri com espagamento suficiente para secarem em estufa a 37°C, por

um periodo de 24 horas (Figura 8).

Figura 8 - Amostras em diferentes concentragoes de
nanoparticulas de prata (NPsAQ)

Fonte: O autor.
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3.4

Pinus elliottii tratada com nanoparticulas de prata (NPsAg)

Producao do biofilme de Aspergillus niger (CCCD- AA 001) em madeira

O préximo passo do experimento consistiu hna montagem da placa de cultura
(Figura 9), que se deu em face da necessidade de se trabalhar com amostras
banhadas por trés concentracbes diferentes de NPAg e trés grupos de controle,
sendo um somente com as amostras de madeira (corpo de prova) e o meio de
cultura, sem a presencga do fungo, outro com meio de cultura e fungo, porém com as
amostras que sofreram aplicacdo de stain e, por fim, um grupo de amostras de
madeira, em meio de cultura com a aplicagdo de fungo. O experimento foi realizado
em quadruplicata. Pogos com apenas meio de cultura foram incluidos no ensaio
como um controle da esterilidade da reacdo, bem como pog¢os com in6culo em meio
RPMI como controles de crescimento (100% de viabilidade celular), como demonstra
o Quadro 2.

Foi utilizada a suspensao fungica preparada de acordo com o item 2.2c e a
concentragdo do inéculo foi de 2-5 x 106 UFC/mL. A suspensé&o de conidios a 2-5 x
10% UFC/mL foi agitada e 2,0 mL foram inoculados em cada pogo da placa de 24

pocos sem tocar no corpo de prova, com o auxilio de pipeta automatica de 5,0 mL.

Quadro 2 -Esquema da organizagdo da placa de cultura de 24 pogos, em amostras
de madeira Pinus elliottii impregnadas com as nanoparticulas de prata

(NPAQ)
1(C-) 2 3 4 5 6 (C+)
Madeira Madeira com | Madeira com | Madeira com | Madeira com | Madeira + A.
sem fungo Stain + A. | NPs NPs NPs niger
niger (428ppm) + | (214ppm) + | (107ppm) +
A. niger A. niger A. niger
Madeira Madeira com | Madeira com | Madeira com | Madeira com | Madeira + A.
sem fungo Stain + A. | NPs NPs NPs niger
niger (428ppm) + | (214ppm) + | (107ppm) +
A. niger A. niger A. niger
Madeira Madeira com | Madeira com | Madeira com | Madeira com | Madeira + A.
sem fungo Stain + A. | NPs NPs NPs niger
niger (428ppm) + | (214ppm) + | (107ppm) +
A. niger A. niger A. niger
Madeira Madeira com | Madeira com | Madeira com | Madeira com | Madeira + A.
sem fungo Stain + A. | NPs NPs NPs niger
niger (428ppm) + | (214ppm) + | (107ppm) +
A. niger A. niger A. niger

Fonte: O autor.
Coluna 1: controle de esterilidade
Coluna 6: controle de crescimento ou 100% de viabilidade celular.
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Figura 9 - Organizacdo dos corpos de prova da madeira
Pinus impregnadas com nanoparticulas de prata
(NPsAg) em placa de cultura de 24 pogos

Fonte: O autor.

Em seguida, incubou-se a placa a 37°C por 4h para a fase de adesao das
células. Ap6s o periodo de incubagao, aspirou-se o sobrenadante, adicionando-se
2,0 mL de RPMI em cada pogo contendo a madeira e incubou-se por um periodo
total de 72h (PIERCE et al., 2008; SEIDLER; SALVENMOSER; MULLER, 2008).

3.5 Determinagao da Unidade Formadora de Colénias (UFC) para a avaliagao
da inibicdao do crescimento do biofilme de Aspergillus niger (CCCD- AA 001)
em madeira Pinus elliottii tratada com nanoparticulas de prata (NPAg)

Apods o tempo de incubacgao, o corpo de prova foi lavado com solugao salina
tamponada (PBS) estéril por 3 vezes e transferido para 10 mL de PBS, sonicado por
5 minutos, em vortex.

Diluigdes decimais foram realizadas em PBS e a atividade antifungica de
cada corpo de prova foi avaliada pelo plaqueamento de 100 yL em agar Sabouraud
Dextrose (SDA), incubado a 30°C por até sete dias.

O numero de Unidades Formadoras de Colbnias (UFC) por mililitro (mL) foi
calculado com base no numero de colbnias formadas multiplicado pelo fator de
diluicao (WILSON et al., 2017).
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A atividade fungicida foi considerada quando houve uma diminuigado maior
ou igual a 3 Log1o UFC/mL em relagdo ao indculo inicial, resultando em uma redugéao
de 99,99% ou mais das UFC/mL, e a atividade fungistatica foi considerada como
reducdo do crescimento menor que 99,9% ou <3 Log10 em UFC/mL do in6culo
inicial (CANTON et al., 2003).

Cada amostra foi testada individualmente e a média aritmética da triplicata
das UFC/mL obtida foi utilizada para analise comparativa. Uma amostra da
sequéncia de diluicbes e controles foi reservada para posterior analise de
microscopia eletrénica.

Para contagem de UFC/mL foi utilizada a seguinte férmula:

UFC/mL= nimero de coldnias x 10"
q

Onde n corresponde ao valor da diluicdo, e g a quantidade pipetada em mL,

em cada placa de Petri, contendo agar Sabouraud.

3.6 Quantificagdo do biofilme — ensaio MTT, e porcentagem (%) de reducao

da atividade metabdlica do biofilme exposto a NPAg

A avaliagdo da atividade metabolica dos biofilmes foi realizada por meio do
teste colorimétrico de reducao de sais de MTT (Brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-
2,5-Difeniltetrazolio). O MTT soluvel em agua € convertido por células fungicas
viaveis em cristais de formazan insoluveis em agua, e de cor roxa. Quando esses
sao solubilizados com alcool isopropilico, a concentragao pode ser determinada por
meio de densidade 6ptica (espectrofotometria).

Para utilizacdo do MTT, foi preparada uma solucdo méae na concentragao de
5mg/mL com solugdo salina tamponada (PBS). Apds o tempo de incubagdo do
biofilme, o corpo de prova disco foi lavado PBS estéril por 3 vezes e transferido para
10 mL de PBS, sonicado por 5 minutos, em vortex. Uma aliquota de 100 pL foi
destinada a avaliagdo da atividade metabdlica em placas de microdiluicdo de 96
pocos, foram acrescentados 100 pyL de solucdo de MTT a cada pocgo. As
microplacas foram incubadas por 3h a 37°C no escuro. Apos a incubacgao, a solugao
de MTT foi removida de todos os pogos. Em seguida, 100 yL de Dimetil Sulféxido
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(DMSO) a 0,5% foram adicionados a cada pogo para dissolver os cristais de
formazan MTT, as microplacas foram agitadas por 10 min em um agitador orbital.
Posteriormente, o DMSO de cada poco foi transferido para outra placa de 96 pocos
e a absorbancia foi lida em leitor de microplacas (Mindray, modelo MR 96-A, EUA),
no comprimento de onda a 490 nanémetros (DO 490 nm).

Os efeitos da exposicao dos corpos de prova — tratados com as diferentes
concentragdes de NPAg ao biofilme de Aspergillus niger (CCCD- AA 001) — foram
calculados como porcentagem (%) de reducao de biofilme, calculado pela atividade

metabdlica do fungo, usando-se a seguinte férmula:

% Reducio do Biofilme = D.O do C" - D.O. do teste x 100
D.O.do C*

Onde: D.O. do C*é a média do controle positivo, e D.O. do teste é a média dos grupos de tratamento

3.7 Analise estatistica

Os ensaios foram realizados em ftriplicata, cujos resultados foram reportados
calculando-se as médias de cada experimento, e os resultados de prevaléncia em
porcentagem (%). Os dados de D.O. foram analisados pelos testes t-independente e
X2 para comparagao da atividade metabdlica entre biofilme. Aos dados de UFC/mL
foram empregados o teste Kruskal-Wallis, seguidos de teste a posteriori de Dunn.
Para todos os testes foram considerados valores significativos, os valores que

apresentaram um p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Sintese de nanoparticulas de prata (NPAg)

A solucdo coloidal sintetizada pelo método de redugdo quimica, com
concentragdo de prata de 428,5 ppm, apresentou coloragdo marrom (Figura 1).
A confirmagdo da formagdo de nanoparticulas se deu pela presenga do pico
plasménico em 400 nm, obtido por espectrofotometria UV-Vis. O espectro de
absorgdo com banda plasmon ressonante nesta regido indica que as nanoparticulas
de prata possuem forma esférica (NORGUEZ, 2007; PINTO et al., 2010; ANTUNES et
al., 2013). Variagbes de coloracdo podem ocorrer em virtude da extingdo da luz
incidente (absorcdo e/ou espalhamento) em faixas de comprimentos de onda
especificas, que dependem fortemente do tamanho, da morfologia e da vizinhanga
quimica das nanoparticulas (COSTA, 2011). A estabilidade do sistema provém do fato
de que as nanoparticulas formadas permanecem em suspensdo e nao se agregam
para a formacao de particulas maiores (MELO JR. et al., 2012).

4.2 Concentragao inibitéria minima de nanoparticulas de prata sobre
Aspergillus niger (CCCD- AA 001)

A concentragao inibitéria minima (CIM) de NPAg, ou seja, o ponto final de
crescimento de Aspergillus niger (CCCD- AA 001) foi 53,56 ppm, caracterizado pela
auséncia de crescimento fungico nos pocos da coluna 4, confirmado também pela
reducdo da resazurina, que tem uma cor azul e depois de entrar na célula, em
resposta a atividade metabdlica das células vivas, é reduzida a resorufina, que tem

uma cor rosa, conforme observado na Figura 10.

Figura 10 - Concentragdo inibitéria minima de NPsAg sobre
Aspergillus niger (CCCD- AA 001)

123456 789101112

Fonte: O autor.
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4.3 Determinagcao da Unidade Formadora de Coldnias (UFC) para a avaliagao
da inibicao do crescimento do biofilme Aspergillus niger (CCCD- AA 001) em
madeira Pinus elliottii tratada com nanoparticulas de prata (NPsAg)

A avaliagdo das unidades formadoras de col6nia por mL (UFC/mL) dos
biofilmes revelou inibicdo do crescimento do Aspergillus niger (CCCD- AA 001) em
todas as concentragbes testadas em relagdo ao controle de viabilidade do fungo
(controle de crescimento) (p<0,05) (Figura 11).

Figura 11 - Prevaléncia de Inibicdo do crescimento de
Aspergillus niger (CCCD- AA 001) em madeiras
tratadas com nanoparticulas de prata em
diferentes concentragbes (ppm) em relacdo ao
controle de viabilidade do fungo

95%

80%

% //‘/g ;

A

107,13 ppm 214,25 ppm 428,50 ppm

Fonte: O autor.

A atividade fungicida foi considerada, portanto, para concentragdo de
428,50ppm, cuja reducao foi de 100% em relagao ao indculo inicial, e a atividade
fungistatica foi atribuida a concentragcdo de 214,25 ppm, como redugdo do

crescimento de 80% em relagdo ao indculo inicial (CANTON et al., 2003).

4.4 Quantificagdo do biofilme — ensaio MTT, e porcentagem (%) de redugao

da atividade metabdlica do biofilme exposto a NPAg

Em relagdo a atividade metabdlica das células viaveis do biofilme, observou-
se maior atividade metabdlica de Aspergillus niger (CCCD- AA 001) no sem

tratamento com NPAg (grupo controle de crescimento) em relacdo aos demais
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grupos tratados (Figura 12). Em relagdo a reducdo da atividade metabdlica das
células de Aspergillus niger (CCCD- AA 001), observou-se redugao de atividade de
74,8%, 76,1% e 71,8 % nos grupos Stain, NPsAg 428,50 ppm e NPsAg 214,25 ppm
respectivamente, e redugao da atividade metabdlica do fungo de 50,0% no grupo
NPsAg 107,13 ppm (Figura 13).

Figura 12 - Avaliagdo da atividade metabdlica de Aspergillus niger
(CCCD- AA 001) em razdo do tratamento com
nanoparticulas de prata em diferentes concentragdes
(ppm) e controles (média e desvio padrdo dos valores de
absorbancia). Teste ANOVA de dois fatores, letras
diferentes, demonstram diferengas  significativas,
diagnosticadas pelo teste a posteriori (Bonferroni)
p<0,05. Letras maiusculas comparagdo entre os
tratamentos, letras minusculas comparacdo entre as
espécies

Reduc¢ao de atividade metabdlica (%)
74,80 76,17 71,84

50,02

Stain 428,50 ppm 214,25 ppm 107,13 ppm

Fonte: O autor.

Figura 13 - Prevaléncia de reducdo da atividade metabdlica
de Aspergillus niger (CCCD - AA 001) em razdo do
tratamento com nanoparticulas de prata em diferentes
concentragcdes (ppm) e a atividade metabdlica do
controle de viabilidade (controle de crescimento)

A
AB
B B B i I

Controle Stain 428,50 ppm 214,25 ppm 107,13 ppm  Controle
Negativo positivo

Fonte: O autor.
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5 DISCUSSAO

As propriedades antimicrobianas das NPAg sdo conhecidas contra micro-
organismos, como bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, fungos e virus
(ANTUNES et al., 2013; WAHAB; MAMUN, 2020). A incidéncia desse efeito da prata
se da ao entrarem em contato com a membrana celular desses micro-organismos,
causando danos no processo de respiragdo celular e permeabilidade, ligam-se
também ao enxofre e ao fosforo presentes no DNA, inibindo a divisdo celular
(MORONES et al., 2005; LEVIN et al., 2009).

No estudo de Ribeiro (2020), foram obtidos resultados que demonstraram
inibicdo em diferentes agentes patogénicos testados, com diferengas de CIM muito
baixas de acordo com as espécies submetidas ao experimento. A autora
demonstrou que as NPsAg em concentragdes de 20 a 75ug/mL inibiram, além do
crescimento de Aspergillus niger, o crescimento de Penicillium funiculosum,
Fusarium oxysporum, Aspergillus fumigatus, Aspergillus parasiticus e Trichophyton
mentagrophytes.

A pesquisa de Gutarowska et al. (2012) que constatou a eficacia de NPAg
contra 32 linhagens de bactérias e fungos, pertencentes a 12 géneros, responsaveis
pela contaminacdo de museus e arquivos. Os autores testaram duas cepas de
Aspergillus niger, uma de origem da ATCC (American Type Culture Collection) que
apresentou CIM de 22,5 ppm e a outra coletada no museu central de tecidos da
Polénia (CMT) com CIM de 45,00 ppm. Este trabalho também revelou que a
concentragao de 90 ppm foi efetiva contra todos os micro-organismos testados, ja a
de 45 ppm apresentou eficacia para 94% destes.

Dessa forma, € razoavel inferir que o tratamento de madeira com NPAg
pode ser eficaz contra outros micro-organismos. Além disso, é possivel afirmar que o
resultado do teste de CIM realizado no presente estudo, onde as NPAg na
concentracdo de 53,56 ppm encontra-se de acordo com as pesquisas de Ribeiro
(2020) e Gutarowska et al. (2012).

Falcao (2018), que estudou o uso de nanoparticulas de prata associado com
fluconazol, descobriu que as NPsAg apresentaram atividade fungistatica e fungicida
em baixas concentragdes (entre 4 a 8 ppm e 8 a 16 ppm, respectivamente). Quando
as NPsAg foram usadas em combinagdo com o fluconazol, foi possivel reverter a

resisténcia a cepas de C. albicans. A reducao da CIM do fluconazol mudou de 87,5
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para 99,8%. Todas as associagbes foram sinérgicas. Mesmo em concentragbes
subinibitérias, como 2 ppm (50% da CIM), as nanoparticulas de prata foram capazes
de inibir a formac&o do tubo germinativo.

Os resultados de Falcdo (2018) apresentam atividade fungistatica e
fungicida em concentragbes abaixo dos obtidos nesta pesquisa, fato comum por se
tratar da agdo contra um micro-organismo diferente. Mas sao resultados que
fortalecem a demonstracdo de qualidade do uso de NPsAg em promover agéo
fungistatica e fungicida contra diferentes espécies de micro-organismos.

Melo Jr. et al. (2012) identificaram que a estabilidade do sistema provém do
fato que as nanoparticulas formadas permanecem em suspenséo € nédo se agregam
em particulas.

E possivel constatar que obter uma sintese estavel pode ser um desafio
para a produgdo em escala industrial de madeira tratada com NPsAg, porém os
resultados satisfatérios deste e de outros estudos citados sdo capazes de corroborar
a aplicabilidade do tratamento sugerido, algo que pode ser explorado em novas
producgdes cientificas.

Outro fato interessante € que a coloragdo escura tipica das NPAg pode
atribuir caracteristicas estéticas interessantes para distinguir a madeira crua da que
sofreu aplicacdo de NPs. Sabe-se que existem diferentes tipos de tratamento que
alteram a cor das madeiras, como o tratamento com arseniato de cobre cromatado
(CCA), que ficam com or esverdeada, ou o tratamento através da carbonizagao
superficial da madeira, que apresenta coloracdo escura semelhante a das NPs que
foram aplicadas em maior concentragéo.

Além dos ganhos relacionados a funcionalidade (como a acéo
antimicrobiana), essa coloracdo permite que as madeiras tratadas com NPsAg
apresentem um aspecto visual caracteristico capaz de se tornar elemento de
valorizacao estética.

Seria interessante avaliar o uso de madeira impregnada com nanoparticulas
combinado com outros métodos de preservagao, como complementagcdo ao verniz,
por exemplo, que é um produto que oferece apenas protecao superficial da madeira.
Dessa forma, por meio de uma prévia aplicagao de NPs, as madeiras poderao ter
um nivel de protecdo na sua parte interna também.

Mohajerani et al. (2019) afirmam que no setor industrial as nanoparticulas

fornecem diversos beneficios, como novas possibilidades de produg¢ao que permitem
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avangos tecnolégicos, de saude e ambientais. Os dados obtidos neste estudo
apontam também que o tratamento de madeira com nanoparticulas de prata
proposto € viavel e eficaz para aplicacdo nos diversos setores do mercado. Porém,
apesar dos inumeros beneficios demonstrados, é importante ressaltar que, para
garantir o uso de produtos com NPs de maneira segura, sdo necessarias mais
pesquisas sobre os possiveis efeitos no meio ambiente e na saude das pessoas,
bem como o estudo de tecnologias preventivas que reduzam a produg¢ao acidental
de nanoparticulas com efeitos negativos e os resultados da acdo de NPs em

sistemas biolégicos.
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6 CONCLUSAO

Ao analisar apenas as nanoparticulas de prata contra Aspergillus niger
(CCCD- AA 001), foi obtido o resultado de concentragdo inibitéria minima (CIM) de
53,56 ppm. Este ensaio mostrou que a solugdo coloidal de NPsAg possui
capacidade de inibir o crescimento de Aspergillus niger (CCCD- AA 001) em solugéo
com concentragao baixa, que é facilmente obtida.

O teste de biofilme realizado com amostras de madeira Pinus elliottii mostrou
que a avaliagao das unidades formadoras de colbnia por mL (UFC/mL) dos biofilmes
revelou que todas as concentragdes testadas apresentaram inibicao do crescimento
do Aspergillus niger (CCCD- AA 001) em relagdo ao controle de viabilidade do fungo
(controle de crescimento).

A reducéo da atividade metabdlica das células apresentou valores de 74,8%,
76,1% e 71,8 % nos grupos Stain, NPsAg 428,50 ppm e NPsAg 214,25 ppm
respectivamente. Ja a reducdo da atividade metabdlica do fungo foi de 50,0% no
grupo de NPsAg com 107,13 ppm.

Apo6s os procedimentos e testes realizados, € possivel concluir que as
amostras de madeira Pinus elliottii tratadas com nanoparticulas de prata foram
eficientes contra a cepa de Aspergillus niger (CCCD- AA 001) e apresentam
significantes caracteristicas antimicrobianas.

Em conjunto com a analise literaria realizada, foi possivel concluir que essa
eficacia é capaz de se estender a outros micro-organismos, o que fortalece que o

emprego das NPsAg no tratamento de madeira € possivel e promissor.
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