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RESUMO

A aplicacéo de aulas préticas contribui para a formacao profissional dos alunos. O uso de nanoparticulas de prata sdo
uma alternativa viavel de tratamento de microrganismos resistentes a antimicrobianos atraves da penetracdo na
parede celular microbiana, o que leva a mudangas na permeabilidade celular e a morte. Objetiva-se sintetizar
nanoparticulas de prata e testar seu potencial antimicrobiano contra o fungo fitopatégeno Fusarium oxysporum. Foi
preparada uma solucéo de nitrato de prata (AgNOs) a 1 mmol L e uma solucéo de Citrato de sédio a 10 mmol L™
A solucdo de AgNO; (100 mL) foi aquecida em chapa aquecedora sob agitacao até atingir a temperatura de 100°C,
e adicionou-se 3 mL de citrato de sddio. Nessa etapa, marcou-se no cronometro 2 € 4 min, e retirou-se 2 mL da
solugdo aquecida nos dois tempos. Foram adicionados 100 pL das solucGes em placas de Petri com meio BDA e
inoculado um disco de 6 mm de F. oxysporum em cada placa. Como controle o fungo foi inoculado sem a presenca
das solugdes. Apds incubacdo de 7 dias o diametro do fungo foi medido e submetido a analise de variancia. Foi

observada a inibigdo do patogéno pelas solugdes testadas de nanoparticulas de prata.
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INTRODUCAO

O ingresso de estudantes em ensino superior
no Brasil tem-se elevado gradativamente nos Gltimos
anos. Em 2018, cerca de 3,4 milhdes de alunos
ingressaram em cursos de graduagdo, havendo o
crescimento de 6,8% em relagédo a 2017 (MEC, 2018).
Com a grande demanda, as universidades tém elevado
a busca por docentes nas mais diversas areas de ensino.

O processo de aprendizagem dar-se por meio
da captagdo das informacgBes transmitidas pelo
professor por meio de alguma didatica, cabendo a este
a responsabilidade sobre os conhecimentos do aluno
em determinada area futuramente importante para sua
atuacdo profissional (SANTO e LUZ, 2013).
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A didética tradicional aborda a exposi¢do do
contetido por meio de aulas tedricas, memorizagéo do
conteido ministrado por parte dos alunos seguido de
uma avaliagdo de aprendizagem, sendo bastante
adotada por professores universitarios que tendem a
reproduzir a mesma metodologia de ensino na qual
foram submetidos durante sua formacdo académica
(FREIRE, 2007; GIL, 2008).

O uso da experimentacdo como didatica de
ensino em quimica possibilita a criacdo de problemas
reais estimulando o
contextualizacdo dos alunos (GUIMARAES, 2009).

Desta forma, a aplicacdo de aulas experimentais em

questionamento € a

cursos de graduagdo contribui para a formacéo
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profissional do aluno, em especial em cursos de exatas
e engenharias, onde os alunos apresentam uma grande
dificuldade em assimilar os contetidos abordados.

O Brasil tem investido em nanotecnologia nos
ultimos anos e incentivado estudos nesta area por meio
do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico
e Tecnologico (CNPq) e Ministério de Ciéncia e
Tecnologia (MCT), além disto, a nanotecnologia tem
potencial para atender os objetivos do Milénio das
Organizacbes das Nacdes Unidas (ONU) e também
exerce grande influéncia econdmica, tendo alcancado
0 consumo global em nanomateriais de US$ 20,5
bilhdes em 2010 (ABDI, 2010; SOUSA et al,2018).

Desta forma, a abordagem da nanociéncia em
cursos graduacdo em quimica, biotecnologia e areas
afins, é extremamente importante, seja por meio de
aulas teoricas ou por meio de experimentos. Neste
artigo foram realizados experimentos didaticos para
contextualizar conceitos quimicos e bioldgicos como
teorias de ligacdo metalica, reacOes de oxidacao-
reducdo, espectroscopia e efeito de ressonancia de
plasmons de superficie (MELO JR et al, 2012), além
dos conhecimentos em microbiologia como cultivo de
microrganismos e técnicas de repicagem microbiana.

O fungo Fusarium oxysporum € um
fitopatdgeno oportunista responsavel por infectar
cultivares de grande importancia econdémica, como o
feijdo (VIEIRA et al., 2016), milho (CAO et al., 2014)
e banana (MICHIELSE, 2009), causando grandes
prejuizos as lavouras. O género Fusarium também é
responsavel pela fusariose, doenca capaz de afetar
cultivares como a do abacaxi (NOGUEIRA et al.,
2014), e apesar de raro, também pode acometer
pacientes imunocompetentes (PINCELLI et al., 2008),
provocando alta taxa de mortalidade.

Existe uma crescente busca de novos agentes
antimicrobianos, com isso, as nanoparticulas de prata
sdo uma alternativa, visto que diversos estudos

evidenciam sua eficiéncia antimicrobiana (FREIRE et

al., 2018; GUZMAN et al., 2012). Estudos relataram
gue as nanoparticulas de prata foram capazes de inibir
fitopatdbgenos de  gramineas, pepino,
(KRISHNARAJ et al., 2012) e cacau (VILLAMIZAR-
GALLARDO et al., 2016).

As nanoparticulas atuam penetrando a parede

arroz

celular microbiana, 0 que gera mudancas na
permeabilidade da célula e consequentemente sua
morte (SONDI, 2004). Outra forma de interagdo é
através da liberacdo de ions de prata. Os ions liberados
pelas nanoparticulas irdo interagir com as enzimas
vitais da célula, como a NADH-desidrogenase I,
inativando-a e liberando espécies reativas de oxigénio
(DEEPAK E  KALISHWARALAL, 2011),
ocasionando a morte celular.

As nanoparticulas de prata vém se tornado
atrativas do ponto de vista econémico por possuirem
baixa volatilidade, alta

caracteristicas como:

estabilidade e atividade antimicrobiana
(VILLAMIZAR-GALLARDO et al, 2016), o que
propicia seu uso em areas como a agricultura e no

controle antimicrobiano.

MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido por
alunas do Programa de mestrado em Biotecnologia na
disciplina de Nanomateriais. O experimento proposto
foi conduzido com os demais alunos dessa mesma
turma, envolvendo alunos dos programas de mestrado
em Biotecnologia e Quimica da Universidade Federal
do Tocantins, Campus Gurupi, nos laboratérios de
Quimica e Microbiologia.

Trata-se de um experimento que pode ser aplicado em
turmas em nivel de graduagéo.

A turma foi dividida em dois grupos,
nomeados como A e B, inicialmente foi realizada uma
apresentacdo sobre o tema, demonstrando a
importancia do estudo em questéo, da esterilizacdo e

limpeza dos utensilios a serem utilizados na pratica.
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Os procedimentos foram divididos em trés
partes sendo preparo das solugdes, sintese de
nanoparticulas de prata e estudo da atividade

antimicrobiana.

12 Parte: Preparo das solucfes
Antes do seu uso as vidrarias foram cuidadosamente
lavadas (erlenmeyer, a tubos de ensaio, pipeta de
vidro, béquer, proveta, bailarina) com agua régia e
4gua destilada. E importante que os alunos sejam
alertados sobre a importancia dessa etapa. A limpeza
inadequada da vidraria prejudica a formacdo das
nanoparticulas e impossibilita o experimento. As
impurezas presentes podem contaminar a solugdo e
promover agregracao das nanoparticulas.
Em um baldo volumétrico, foi preparada uma solucéo
de nitrato de prata (AgNOs) 1 mmol L e adicionou-
se, com auxilio de uma proveta 100 mL, esta solucéo

foi colocada em um erlemeyer de 250 mL.

Preparou-se 50 mL de uma solugao de citrato de sodio

a 10 mmol L que foi colocada em um béquer.

22 Parte: sintese das nanoparticulas de prata
Agueceu-se 100 mL da solucdo de AgNOz; em uma
chapa aquecedora sob agitacdo até atingir a
temperatura de 100°C. Em seguida, adicionou-se 3 mL
de citrato de sodio, lentamente e com auxilio de uma
pipeta de plastico. Aliquotas de 2 mL da mistura
reacional foram retiradas em intervalos de tempo
contados a partir do término da adi¢do da solucéo de
citrato. Cada grupo realizou sua retirada em tempos

diferentes.

As amostras foram entdo analisadas num
espectrofotdmetro PG Instruments T-70 e depois

utilizadas nos estudos de atividade antimicrobiana.

32 Parte: Atividade Antimicrobiana
Preparou-se asplacas de Petri com meio BDA (200 g

batata, 20 g dextrose, 20 g agar e 1L de 4gua destilada).

A cepa de F. oxysporum sera inoculada em placas de
Petri com meio BDA e incubada por 7 dias a 25°C. As
ponteiras e al¢as de drigalski foram autoclavadas. A
camara de fluxo laminar foi limpa com alcool 70 e 0
fluxo esterilizado com luz UV por 15 min.
Inoculou-se 100 pL da solugdo de 2 min em placas de
Petri e espalhou-se com auxilio da alga de drigalski,
em seguida inoculou-se um disco de 6 mm de F.
oxysporum. As placas foram vedadas com parafilm e
incubadas por 7 dias & 25°C. Realizou-se 0 mesmo
procedimento para todas as solugdes de prata e para
solucdo de AgNOs. Como controle inoculou-se um
disco de 6 mm de F. oxysporum sem as solugGes.
Ap0s 7 dias o crescimento do fungo F. oxysporum foi
medido com o auxilio de paguimetro em todas as
placas. Os valores obtidos foram submetidos a analise
de variancia utilizando programa estatistico e a
comparagdo das médias foi realizada pelo teste de

Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Como descrito, a metodologia acima foi
testada durante uma aula pratica no curso de P0s-
Graduacao em Biotecnologia e Quimica, da UFT. Os
alunos foram divididos em dois grupos, A e B.

Foi possivel a obtencdo de solugBes de
nanoparticulas de prata estaveis com coloracao
amarela, de tonalidade clara a escura, de acordo com o
do tempo de reacdo, como pode ser visto na Figura 1.
Em 3 e 5 min obtém-se uma solucéo de cor amarelo
claro, e com 4 e 8 min uma solucéo de cor alaranjado
escuro. A tonalidade amarela é resultado da absor¢ao
da radiacdo eletromagnética em ressonancia com 0s
plasmons de superficie. A estabilidade do sistema
deriva do fato de que as nanoparticulas formadas
permanecem em suspensdo sem se agregar e formar
particulas maiores (MELO JR et al., 2012).

Os espectros de UV-Vis permitem uma

avaliagdo mais da banda de ressonancia da plasmons
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de superficie (SANTOS et al, 2020). Permitindo
discussOes a respeito do tamanho das particulas. Os
espectros das solugbes de nanoparticulas sé&o
apresentados na Figura 2.

O grupo A obteve espectro das solugdes nos
tempos de 2, 6, 8 e 12 minutos. O comprimento de
onda de maxima absorcéo (nm) para a solugdao amarelo
claro (4 min) foi de 415 nm, e a solugéo amarelo escuro
(8 min) foi de 426 nm. Tal comportamento indica um
aumento do tamanho das  nanoparticulas.
Comportamento similar foi observado nos espectros
do grupo B (Figura 3). A literatura (MELO JR et al.,
2012) descreve que as nanoparticulas de prata que
apresentam cor amarela possuem didmetro abaixo de

100 nm.

Figura 1. Imagem das solugdes obtidas pelos grupos em
diferentes tempos de reacao.

Grupo A Grupo B

Figura 2. Espectro UV-VIS das nanoparticulas de prata
Grupo A.
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Figura 3. Espectro UV-VIS das nanoparticulas de prata
GrupoB.
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Quando a reagdo foi continuada por tempo
superior a 15 minutos, observou-se a formagdo de uma
solucdo turva e cinza, indicando que as particulas
cresceram acima das dimensdes manomeétricas.
antimicrobiana

O ensaio de atividade

evidenciou o potencial antimicrobiano das
nanoparticulas de prata sintetizadas por ambos o0s
grupos em diferentes tempos de reacdo e constatou-se
a inibicdo de Fusarium oxysporum pelas solucfes de
nanoparticulas de prata e AgNO; quando comparados
com a testemunha (Tabela 1). O tratamento T3
realizado pelo grupo A demonstrou a maior inibicdo
de crescimento de F. oxysporum (Tabela 1), enquanto
0 tratamento T2 realizado pelo grupo B apontou a
melhor inibic&o (Tabela 2).

O potencial promissor das nanoparticulas de
prata como antimicrobiano é visivel quando

comparamos O tratamento que teve o0 piOf

desenvolvimento com o controle. Mesmos 0s
tratamentos T2 e T1 (grupos A e B, respectivamente)
foram capazes de inibir o controle em 12, 8% e 9,3%.

A atividade antimicrobiana desencadeada por
nanoparticulas de prata foi relatada em cepas de
Candida  albicans,
(KISCHKEL et al., 2018), Enterococcus faecalis

(PINTO,  2013),

Staphylococcus aureus

Salmonella  typhymurium,
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Escherichia coli, Aspergillus niger e Trichophytum
rubrum (PRADO, 2014).

Tabela 1. Médias da atividade antimicrobiana realizada

pelo grupo A.
Tratamentos  Diametro de crescimento (mm)
T1 (4 minutos) 48,2
T2 (8 minutos) 58,2
T3 (turvo) 28,7
AgNOs3 58,7
Controle 66,7
CV? 0

!Médias acompanhadas por mesma letra miniscula néo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

2Coeficiente de variagéo.

Tabela 2. Médias da atividade antimicrobiana realizada

pelo grupo B.

Tratamentos Diametro de crescimento

T1 (3 minutos) 58,2d

T2 (5 minutos) 455 a

T3 (turvo) 47,7b

AgNO3 55,5¢

Controle 64,2 e

Cv? 0

atuar sobre as proteinas contendo enxofre, inibindo

funcBes  enzimaéticas célula

(MATSUMURA et al., 2003).

respiratorias  da

CONCLUSAO

A metodologia de ensino desenvolvida para
aulas praticas de nanotecnologia possibilitou o contato
dos alunos de pés-graduagdo com as nanoparticulas
aplicadas a microbiologia, sendo possivel a obtengdo
de nanoparticulas de prata estaveis com tonalidade
amarela. Foi observada a inibicdo de F. oxysporum por
todas as solugdes testadas, com isso o potencial
antimicrobiano  de

nanoparticulas de prata €

evidenciado, demonstrando a importdncia da

nanotecnologia na educacao.
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Os mecanismos de interacdo entre as
nanoparticulas de prata com 0s microrganismos nao
foram totalmente elucidados, mas acredita-se que nas
bactérias, as nanoparticulas interagem com a
membrana celular das mesmas causando danos em sua
estrutura e provocando a lise celular (SONDI,
SALOPEK-SONDI, 2004; LOK et al., 2006). Em
outro mecanismo, os ions de prata podem interagir
com fosfato das moléculas do DNA e inativar sua

replicacdo, além disto, os ions de prata também podem
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