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Resumo

O desenvolvimento de novos metodos de sintese de nanoparticulas de prata
(AgNP) gque sejam mais amigaveis ao meio ambiente & um topico que tem recebido muita
atencdo nos Ultimos anos, e a sintese verde, especialmente a bioldgica, esta a frente dessas
novas abordagens. As microalgas sao organismos fotossintéticos de rapido crescimento e
produtoras de uma ampla gama de compostos capazes de reduzir a prata ibnicaem AgNP,
fazendo delas uma alternativa de menor impacto. As AgNP s&o aplicadas principalmente
como antimicrobianos, sendo uma alternativa ao uso de antibiéticos, visto a propriedade
ja estabelecida da prata para tal. Portanto, nesse trabalho, foi sintetizada pela primeira vez
AgNP a partir da matéria organica dissolvida (MOD) coletada por um fracionador de
espuma (skimmer) do cultivo de Nannochloropsis oceanica, como agente redutor e
estabilizador da sintese que foi monitorada através dos espectros de absorbancia no UV-
Vis. As AgNP geradas foram avaliadas no Microscopio Eletrénico de Transmissao,
mostrando tamanho médio de 11,89 + 6,33 a 27,55 £ 8,41 nm. A analise no Litesizer
apresentou diametro hidrodindmico de 263,82 + 4,89 nm, indice de polidispersdo 0,178 e
potencial zeta de -20,41 + 0,32 mV. Foi também avaliada a MOD por Infravermelho por
Transformada de Fourier, além de analises microbiolégicas de Concentracao Inibitoria
Minima nas bactérias Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio
coralliilyticus e Staphylococcus aureus, e analises de cinética de crescimento e biofilme
(inibicdo e destruicdo) em A. baumannii, provando que a utilizacdo da MOD é viavel,

gerando um produto biotecnoldgico de alto valor agregado.

Palavras-chave: nanotecnologia, matéria organica dissolvida, “skimmer”, atividade

microbiana
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Abstract

The development of new methods for synthesizing silver nanoparticles (AgNP)
that are more environmentally friendly has received attention in recent years, and green
synthesis, especially biological synthesis, is at the forefront of these new approaches.
Microalgae are fast-growing photosynthetic organisms that produce a wide range of
compounds capable of reducing ionic silver in AgNP, making them an alternative for the
generation of AgNP with less impact. AgNP are applied mainly as antimicrobials, as an
alternative to the use of antibiotics, given the already established properties of silver to
do so. Therefore, in this study, AgQNP were synthesized for the first time from dissolved
organic matter (DOM) collected by a foam fractionator skimmer from the cultivation of
Nannochloropsis oceanica as a reducing agent and stabilizer of the synthesis, which was
monitored through UV-Vis absorbance spectra. The generated AgNP were evaluated
using a Transmission Electron Microscope, showing an average size of from 11.89 £ 6.33
to 27.55 + 8.41 nm. The Litesizer analysis showed a hydrodynamic diameter of 263.82 +
4.89 nm, polydispersion index 0,178 and zeta potential of -20.41 £ 0.32 mV. DOM was
also evaluated by Fourier-Transform Infrared Spectroscopy, in addition to
microbiological analyses of the Minimum Inhibitory Concentration of the bacteria
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio coralliilyticus, and
Staphylococcus aureus, and analyses of growth kinetics and biofilm (inhibition and
destruction) in A. baumannii, proving that the use of DOM is viable and generates a

biotechnological product with high added value.

Keywords: nanotecnology, dissolved organic matter, skimmer, microbial activity.



50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

1. Introdugéo

A nanotecnologia é uma ciéncia que data desde o século IV d.C. com os
primeiros registros de produtos provenientes dessa tecnologia como o calice de Licurgo
feito pelos Romanos, vitrais de igreja medievais, ceramicas Islamicas e da renascenca
Italiana, 1dminas de Damasco, todos com propriedades desconhecidas até os avancos
tecnoldgicos permitirem o desenvolvimento de equipamentos de microscopia e
espectroscopia entre o final do século XIX e o século XX. S6 em 1974 o termo
nanotecnologia foi usado e definido pela primeira vez pelo cientista japonés Norio
Taniguchi, ap6és o fisico americano Richard Feymann introduzir o conceito em uma
palestra do encontro anual da Sociedade de Fisica Americana intitulado “There’s Plenty

of Room at the Bottom” em 1959 (Bayda et al., 2019).

Desde entdo a nanotecnologia passou por avancos e a sua aplicabilidade impacta
seres humanos, animais e meio ambiente com o desenvolvimento de novos produtos com
variadas propriedades. As nanoparticulas sdo apenas um exemplo dos produtos gerados
pela nanotecnologia. Essas particulas medem de 1 a 100 nm, em pelo menos uma
dimensdo, sendo utilizadas nas areas da salde (antimicrobiano, anticancerigeno,
antitumoral), do meio ambiente (biorremediacdo), da agricultura (pesticidas,
fertilizantes), da industria téxtil (tecidos inteligentes), da indlstria alimenticia
(embalagens inteligentes), da inddstria cosmética (hidratantes, itens de maquiagem,
protetor solar), e da aquicultura (antimicrobiano, alimentacdo, qualidade da agua), dentre

outras (Rafique et al., 2016; Marquez et al., 2018).

As nanoparticulas podem ser classificadas de acordo com a sua origem,
composigdo, natureza do material, formato, dimens&o, etc. As nanoparticulas metélicas
séo sintetizadas a partir de diferentes metais buscando maximizar as suas caracteristicas,

tornando-as mais eficientes para cada aplicacdo especifica. Deve ser salientado que as
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nanoparticulas possuem propriedades diferentes do seu material de origem ja que na
escala nanométrica a area superficial € muito maior, o que aumenta sua eficiéncia. Sendo
assim, as nanoparticulas de prata (AgNP) sdo utilizadas principalmente na area da satde

por aumentar a area de contato no uso contra patégenos (Khanna et al., 2019).

Devido as ja conhecidas propriedades antimicrobianas da prata, as
nanoparticulas sintetizadas a partir deste material estdo sendo amplamente estudadas,
principalmente na &rea da saude humana e animal, como alternativa ao uso de
antibioticos, visto o fendbmeno crescente das bactérias resistentes a multiplas drogas (Sim
et al., 2018). Com o constante crescimento da aquicultura, os antibiéticos se tornaram
cada vez mais utilizados na area, o que levou a restri¢es devido ao uso indiscriminado
e, neste contexto, as AgNP sdo uma promissora solu¢do ao tratamento e prevencéo de

doencas (Méarquez et al., 2018).

A sintese de AgNP pode ser efetuada através de duas abordagens. Na abordagem
fisica, ou “top-down”, a prata bruta ¢ reduzida a nanoparticulas através de métodos como
ablacdo a laser e evaporacdo. No entanto esta abordagem resulta em nanoparticulas de
tamanho irregular, além do alto custo dos equipamentos. Na abordagem quimica, ou
“bottom-up”, ocorre o agrupamento de 4&tomos e moléculas através da redugdo dos ions
de prata, através de produtos quimicos potencialmente danosos ao meio ambiente e a

salde de humanos e animais. (Yusof et al., 2019).

Para que a sintese de AgNP ocorra pela abordagem “bottom-up” € preciso que
haja: (1) um agente redutor, (2) um agente estabilizador, (3) o agente precursor (solucdo
do metal), e (4) fatores de reacdo bem estabelecidos (Salem et al., 2020). A qualidade das
nanoparticulas é definida pelo processo de sintese, que se ndo for adequado, resultara em

nanoparticulas irregulares em tamanho e formato, alterando consequentemente, suas
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propriedades e aplica¢fes. Os fatores que influenciam a sintese sdo pH, temperatura,
tempo de reacdo, concentracdo dos agentes e a proporcédo entre eles, além de iluminacao
e agitacdo. Com isso, faz-se necessario a otimizacdo desses fatores para que as

nanoparticulas sintetizadas sejam uniformes em tamanho e acdo (Rahman et al., 2020).

Como as abordagens fisicas e quimicas ndo sdo sustentaveis visto que dependem
de uma grande demanda de energia, equipamentos custosos e reagentes toxicos, ha um
crescente interesse no desenvolvimento de novas técnicas de sintese que ndo agridam o
meio ambiente e a saude, além de serem economicamente mais viaveis. Estas novas
alternativas sdo denominadas de sintese bioldgica, formando parte do paradigma de

quimica verde (Kaabipour et al., 2021).

A sintese bioldgica, assim como a quimica é uma sintese “bottom up”, onde
ocorre a reducdo dos ions de prata, porém nesta sintese a reducdo utiliza moléculas
provenientes de organismos como plantas, bactérias, fungos, virus, e algas, que também
servem como agente estabilizador da reacdo, ao invés de reagentes quimicos
potencialmente tdxicos (Saravanan et al., 2020). As microalgas sdo promissoras para a
utilizacdo na sintese de AgNP por serem organismos fotossintéticos de rapido
crescimento, e produtores de uma ampla gama de compostos bioativos capazes de reduzir
a prata, formando nanoparticulas com bioatividade contra células cancerigenas,

bacterianas, virais, e fangicas entre outras (Khalid et al., 2017).

As microalgas podem ser empregadas na sintese de AgNP a partir de diferentes
abordagens e, dentre elas, podem ser mencionadas: (1) adicdo da solugédo do metal
precursor (AgNOg) diretamente no cultivo, (2) a partir do pellet das algas ressuspendido,
(3) a partir de extratos da biomassa, e (4) a partir do sobrenadante do cultivo, composto

principalmente por matéria organica dissolvida (MOD). Desta forma, as reacbes de
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sintese podem se valer de compostos secretados pela microalga (extracelular) ou contidos

nela (intracelular), dependendo da abordagem utilizada (Dahoumane et al., 2016).

Apesar dos resultados positivos da sintese de AgNP através destas abordagens,
todas tém pontos negativos que impedem a producdo ou o escalonamento para uma
dimensdo comercial. Na abordagem (1), pode ocorrer toxicidade no cultivo devido a acdo
da propria prata, reduzindo a eficiéncia da sintese. Na abordagem (2) e (3), a biomassa
precisa ser coletada, o que € um processo oneroso, alem de requerer a producdo dos
extratos na abordagem (3). E finalmente, na abordagem (4), o sobrenadante precisa ser

coletado através de centrifugacéo ou filtragéo.

Todos esses processos, além de encarecerem a producdo, sdo de dificil
escalonamento. Contudo, dentre essas abordagens a mais promissora € a (4) ja que, ao
ndo utilizar a biomassa das microalgas, permite que esta seja empregada para outras
finalidades, de acordo com o conceito de biorrefinaria (Ummalyma et al., 2020). Porém
0 processo de obtencdo da MOD secretada no meio ainda € um problema, pois necessita
que seja separada das microalgas, através de métodos de custo elevado como
centrifugacdo e filtracdo (Dahoumane et al., 2016). Além disso, a MOD esta diluida em
todo o volume do cultivo, o que faria ser necessario alguma concentracdo dessa MOD ou
altas concentracdes de AgNOs para reduzir a prata a partir dela. Sendo assim, uma nova
alternativa para coletar essa MOD se faz necessario para que Seja um processo

economicamente viavel.

Fracionadores de espuma (skimmers) s@o equipamentos rotineiramente
empregados na aquicultura para manutencgdo da qualidade da agua através da remocao de
residuos organicos dissolvidos e particulados (Lekang, 2013). Este equipamento foi

testado pela primeira vez na remogdo da matéria organica dissolvida de um cultivo da
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microalga Nannochloropsis oceanica por Roselet et al. (2019), de forma bem-sucedida.
Além disto, foi observado que o equipamento ndo afetou as células, que permaneceram

viaveis e crescendo nos tanques de cultivo.

A hipdtese deste trabalho é que a MOD, produzida pela microalga N. oceanica,
coletada pelo fracionador de espuma funcione como agente redutor e estabilizador na
sintese de AgNP. Sendo assim, o fracionador de espuma seria uma alternativa a
centrifugacdo e filtracdo para obtencdo da MOD, além de obté-la de forma mais

concentrada, tornando o processo de sintese mais barato e escalonavel.

A espécie N. oceanica foi escolhida para o desenvolvimento desse trabalho por
ser a que foi empregada na metodologia de coleta da MOD pelo fracionador de espuma
no estudo de Roselet et al. (2019). Este trabalho representa uma continuidade no intuito
ao trabalho acima citado, visando gerar um uso para essa MOD coletada, fechando assim

um ciclo de producdo de microalga sustentavel em que € aproveitado todo o cultivo.

Especificamente sobre o uso de N. oceanica na sintese de AgNP, ndo foi
encontrado antecedentes que tenham sido publicados especificamente com essa espécie,
apesar de haver alguns registros de sintese de AgNP a partir do género Nannochloropsis
sp. A sintese a partir do cultivo de N. oculata foi relatada por Mohseniazar et al. (2011) e
por El-Kassas et al. (2017), e a partir de extratos da biomassa de Nannochloropsis sp. por
Gnanakani et al. (2019), sendo constatado que proteinas, compostos aromaticos, acidos
graxos, polifendis, etc. sdo responsaveis pela sintese, agindo tanto como agentes redutores
guanto como estabilizadores, apresentando também atividades antimicrobianas e

antioxidante.

2. Objetivos
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2.1. Objetivo geral

o Sintetizar, caracterizar e avaliar a atividade antimicrobiana de
nanoparticulas de prata geradas a partir da matéria organica dissolvida excretada pela
microalga marinha Nannochloropsis oceanica e coletada por fracionador de espuma

(skimmer)

2.2. Objetivos especificos

Coletar e caracterizar a matéria organica dissolvida;

Sintetizar e caracterizar as nanoparticulas de prata;

Aprimorar as condicdes de sintese;

Testar a atividade antimicrobiana das nanoparticulas de prata.

3. Materiais e métodos

3.1. Cultivo da microalga Nannochloropsis oceanica

O in6culo de Nannochloropsis oceanica foi proveniente do banco do
Laboratorio de Producdo de Microalgas. Nannochloropsis oceanica foi cultivada em
fotobiorreatores tipo coluna de bolhas de 330 L, com 55 cm de didmetro e 150 cm de
altura. Os fotobiorreatores foram mantidos em uma estufa agricola, sob condicdes
ambientais ndo controladas, compreendendo o periodo final do inverno e inicio da
primavera de 2022. Os cultivos foram realizados empregando-se um meio a base de
fertilizantes (Couto et al., 2021), em agua salgada (28 g/L), filtrada (1 um) e esterilizada
(UV). Os cultivos foram mantidos em suspenséo pela inje¢do continua de ar atmosféerico
(4,8 L/min) (Kubelka et al., 2017). Diariamente, foi realizado o monitoramento dos

cultivos, através da absorbancia (750 nm).
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3.2. Coleta da matéria organica dissolvida

Ao longo do crescimento de Nannochloropsis oceanica, ha a liberacdo de
matéria organica dissolvida (MOD), conforme observado por Roselet et al. (2019). Os
autores empregaram, com sucesso, um fracionador de espuma para remover a MOD.
Desta forma, o uso do fracionador de espuma se tornou parte da rotina de manutengédo
dos cultivos. Assim, para a coleta da MOD para este trabalho, o skimmer foi instalado nos
reatores em atividade que necessitavam desse tratamento. Basicamente, o skimmer foi
acoplado no reator e a MOD era coletada em um béquer. Inicialmente, as coletas de MOD
ocorreram diversas vezes, conforme o necessario para cada experimento, sendo
provenientes de reatores diferentes. Posteriormente, devido a variabilidade observada
entre os lotes de MOD, decidiu-se formar um pool e assim garantir que todos os
experimentos usassem a mesma amostra. Desta forma, ao longo de duas semanas, foram
coletados aproximadamente 2 litros de MOD provenientes de quatro reatores diferentes.
Ao final de cada coleta, a MOD era congelada em freezer a -20 °C e, ao atingir o volume

necessario, todas as amostras de MOD foram descongelas, misturadas e fracionadas em

tubos falcons de 50 mL para os experimentos posteriores (Figura 1).

Figura 1. (A) Reator de cultivo de N. oceanica com o skimmer instalado. (B) matéria organica
dissolvida (MOD) coletada. (C) MOD congelada em tubos falcons.
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3.3. Sintese de nanoparticulas de prata e seu acompanhamento por UV-Vis

O tratamento da MOD, para a sintese verde de nanoparticula de prata, consistiu
em sonicacdo por 3 minutos a 50% de amplitude (QSonica, modelo Q55, 50 watts de
poténcia), seguido de centrifugacdo por 5 minutos a 1.248 x g em 4 °C. O sobrenadante
obtido foi utilizado na sintese de nanoparticulas de prata da seguinte maneira: 1,5 mL do
sobrenadante da MOD tratada + 15 mL agua de Milli-Q (pH 7,0) + 187,5 uL da solugéo
estoque de AgNOs (157,5 mg AgNOs + 10 mL de agua Milli-Q), em Erlenmeyer de 125
mL sob agitacdo magnética com temperatura e luz constante. As leituras no
espectrofotdmetro em UV-Vis foram efetuadas apds 24 e 48 horas de reagdo, na faixa de

comprimento de 300 - 600 nm (em intervalos de 10 nm) (Smitha et al., 2008).

Alguns testes de sintese foram realizados com a MOD de diferentes reatores, em
separado, porém foi constatada uma variabilidade do sobrenadante, na fase de preparagédo
da amostra, quanto a sua coloragdo apds a centrifugacdo, bem como nas leituras em UV-
Vis e nos resultados dos testes antimicrobianos. A variabilidade da MOD pode estar
relacionada ao histérico de cada cultivo, como fase de crescimento, parametros de
densidade 6ptica, pH, temperatura, salinidade, tempo de utilizacdo do skimmer, etc.
Portanto, para minimizar essas interferéncias foram coletadas a maior quantidade possivel
de MOD de diferentes reatores, e a partir mix as sinteses foram realizadas nos mesmos

parametros de temperatura e tempo.

As condicbes de sinteses foram otimizadas atraves de um planejamento
experimental, através da anélise de diferentes fatores como, concentracdo de AgNOs, pH,

temperatura e tempo de sintese (Tabela 1).

Tabela 1. Fatores e niveis estudados no planejamento experimental.

AgNO3 (mM) pH Temperatura (°C) Tempo (h)

10
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0,29 5,58 30 24
0,5 6 50 48
1 7 70
1,5 8
7 8,41

Para o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) a matriz foi
montada para a avaliagdo de duas variaveis (AgNOs e pH), num planejamento
experimental 22 com adigdo de pontos centrais e axiais. A temperatura foi testada em
blocos, logo, a matriz foi repetida variando a temperatura, ou seja, foram realizados 3
lotes de sinteses, uma em cada temperatura a ser testada (30, 50 e 70 °C), e em todas as
sinteses foram realizadas leituras apds 24 e 48 h. A matriz codificada dos diferentes
tratamentos bem como os valores reais do planejamento experimental esta apresentada na

Tabela 2. (Rodrigues & lemma 2014).

Tabela 2. Matriz completa dos fatores estudados em cada bloco do planejamento experimental

tipo DCCR.
Ensaio AgNO3 (mM) pH
Valores Valores Valores Valores
codificados reais codificados reais
1 -1 0,5 -1 6
2 -1 0,5 +1 8
3 +1 1,5 -1 6
4 +1 15 +1 8
5 -1,41 0,29 0 7
6 +1,41 1,7 0 7
7 0 1 -1,41 5,58
8 0 1 +1,41 8,41
9 0 1 0 7
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10 0 1 0 7
11 0 1 0 7

3.4. CaracterizacOes da matéria organica dissolvida (MOD)

3.4.1. Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A MOD foi caracterizada quanto aos grupos funcionais a partir de uma amostra
liofilizada através da analise de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)
(Shimadzu, Prestigie 21, modelo 210045, Japdo). Essa anédlise é capaz de, a partir da
vibracdo de cada ligacdo covalente ao absorver frequéncias de radiacdo eletromagnética
na regido do infravermelho, fornecer informacges estruturais, pois cada tipo de ligacéo é
encontrado em certas regides caracteristicas do espectro. Apesar de ndo identificar
compostos especificos, é util para representar de forma geral a composic¢do da amostra,
através dos grupos funcionais. Os espectros gerados foram analisados segundo Pavia et

al. (2010).

3.4.2 Anélise metagendmica

Para conhecer a diversidade microbiana presente na MOD, procedeu-se com
uma analise de metagendmica. Basicamente, uma amostra de MOD foi centrifugada
(23699 por 15 minutos a 10°C) e, em seguida, o sobrenadante foi filtrado (0,7um), para
recuperacdo das bactérias. Para extracdo do DNA, a amostra foi primeiramente filtrada
através de um filtro Sterivex (Milipore) de 0,22 e 0 DNA foi extraido com o protocolo do
kit Nucleospin (Macherey-Nagel). A integridade do DNA foi avaliada com eletroforese
em gel de agarose a 1% para verificar a qualidade, a pureza foi verificada com o
espectrofotdbmetro Nanodrop (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, EUA). A
quantificacdo precisa do DNA foi obtida usando um fluorémetro Qubit 13.0 (Life

Technologies-Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). As bibliotecas de DNA foram geradas
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usando um kit de preparacdo de amostras de DNA Nextera XT (lllumina, San Diego, CA,
EUA). A distribuicdo de tamanho das bibliotecas foi avaliada usando um 2100
Bioanalyzer (Agilent, Santa Clara, CA, EUA), e a quantificacdo do DNA foi obtida
usando 7500 Real Time PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e KAPA
Library Quantification Kits ( Kapa Biosystems, Wilmington, MA, EUA). O
sequenciamento paired-end foi realizado em uma maquina Hiseq (Illumina, San Diego,
CA, EUA). As sequéncias foram pré-processadas com PRINSEQ e as extremidades
pareadas foram mescladas com PEAR. A andlise foi gentilmente realizada pelo Prof.
Fabiano Lopes Thompson, do Laboratorio de Microbiologia, do Instituto de Biologia da

Universidade Federal do Rio de Janeiro.

3.5. Caracterizacgdes das AgNP obtidas

3.5.1. Microscopio Eletrdnico de Transmissdo (TEM)

As amostras da sintese foram diluidas a 10% com &gua Milli Q, sonicadas por 3
minutos em 50% de amplitude (QSonica, modelo Q125, 125 watts de poténcia) e
colocadas sob o grid de cobre, e entdo deixadas para secar no dessecador por 48 h. O
software ImageJ foi utilizado para as medicdes das AgNP a partir das imagens geradas

pelo TEM (120 KEv, Jeol, JEM-1400).

3.5.2. Litesizer

Para analise no Litesizer (500 Anton Paar) as AgNP tiveram 0 mesmo tratamento
quanto a diluicdo e sonicacdo (Segdo 3.5.1), elas entdo foram analisadas através do
método de espalhamento dinamico de luz, capaz de medir o diametro hidrodindmico
(tamanho) e o indice de polidispersdo (homogeneidade do tamanho) das AgNP. O método
de espalhamento de luz eletroforético foi utilizado para medi¢cdo do potencial zeta

(estabilidade) em cubetas com eletrodos.
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3.6. Ensaios microbioldgicos
3.61. Concentracdo Inibitéria Minima (MIC)

As andlises foram realizadas nas bactérias Acinetobacter baumannii (ATCC
19606), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), Vibrio coralliilyticus (isolado), e
Staphylococcus aureus (ATCC 12598) da colecdo do Nucleo de Desenvolvimento de
Novos Farmacos (NUDEFA). A MIC foi determinada pelo metodo de diluicédo seriada
(1:2) em placa de 96 pocos utilizando resazurina (0,02%) como revelador e
ciprofloxacina como antibiético de referéncia, de acordo com o manual M07-A10 da
Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI, 2015). Para tal, 50 pL de meio liquido
Muller Hinton (MH) foi adicionado em toda a placa, e posteriormente nos pocos da
primeira linha (linha A) foi transferido 50 pL da suspensdo de AgNP, bem como do
controle de Ag* (prata idnica) e antibi6tico nos pocos referentes. Apds a homogeneizagéo
(através da pipetagem) com o meio MH foi feita a diluicdo seriada (1:2) (esquematizada
na Figura 2), onde 50 uL é retirada da linha A e passada para a linha B, homogeneizada
e passada para a linha C até o final da placa (linha H) onde o Gltimo 50 pL é descartado.
Apbs a diluicdo, a concentracdo de AgNP em cada linha é 25% (linha A), 12,5% (B),
6,25% (C), 3,12% (D), 1,56% (E) 0,78% (F), 0,39% linha (G) e 0,19% (H) da suspensdo
original. Por fim € adicionado em toda a placa, 50 pL da suspensao de bactéria preparada
em solucdo salina e diluida em MH na concentracdo de 1 x 108 UFC/mL, apds ser

adicionada na placa, a concentragéo final de é 5 x 10° UFC/pogo.
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Figura 2. Placa de 96 pogos esquematizada para a dilui¢do seriada.

3.6.2. Cinética de crescimento

A andlise de cinética foi realizada na bactéria A. baumannii, onde a placa de 96
pocos foi preparada da mesma forma que para a analise de MIC (Secdo 3.5.1). Ao
finalizar a montagem da placa, a absorbéncia foi medida em uma leitora de microplaca
Versa-Max (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA), no comprimento de onda de 630
nm, em diferentes intervalos de tempo. A primeira leitura foi realizada no tempo zero, e
entdo 6 leituras foram realizadas em intervalos de 15 minutos, totalizando 1:30 h de
monitoramento da cinética, seguidas por 3 leituras em intervalos de 30 minutos,

totalizando 3 h, e finalizando com uma leitura em 5 h e a tltima em 24 h.

3.6.3. Inibicéo de formacao e destrui¢éo de biofilme
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Assim como a cinética (Secdo 3.6.2), a analise de biofilme foi realizada em A.
baumannii. Essa andlise foi dividida em duas, a de inibi¢do da formag&o de biofilme, e

de destruicéo do biofilme (Halicki et al., 2020).

Para a analise de inibicdo da formacdo, a placa foi montada adicionando
diferentes concentragdes de AgNP, determinadas pelo resultado da anélise de MIC, (uma
concentracdo acima (2x MIC) da resposta de MIC, o proprio MIC, e uma concentragdo
abaixo 0,5x MIC), adicionadas na placa junto a bactéria A. baumannii, antes da mesma
formar biofilme. Para tal uma suspensdo de A. baumannii foi preparada em meio MH
enriquecido com 0,2% de glicose em concentracéo final de 1 x 10 UFC/mL. A seguir,
100 pL do in6culo foi adicionado a placa e exposto as diferentes concentraces da MIC
preparadas com MH 0,2%, e entdo a placa foi incubada por 24 h a 37 °C. Ap6s a incubacgéo
a placa foi lavada trés vezes com solugdo PBS (1x), fixada com metanol 100% durante
uma segunda incubagdo de 15 minutos. Apds esse periodo, o metanol foi removido e o
biofilme formado na placa foi corado com solucéo de Cristal Violeta 0,4% e incubada por
30 minutos. Apds isso, a placa foi lavada com solucdo PBS, e deixada para secar por
alguns minutos em temperatura ambiente, e entdo a densidade Optica foi lida a 630 nm

apos a adicao de 100 pL etanol 100%.

Para a analise de destruicdo, a placa foi previamente preparada apenas com 100
UL da suspensédo de A. baumannii preparada na concentracio final de 1 x 10® UFC/mL,
em meio MH enriquecido com 0,2% de glicose, a fim de promover a formagao de biofilme
durante a incubacao. Apds o periodo de incubacéo (24 h a 37 °C), a placa foi lavada trés
vezes com solucdo PBS, e entdo exposta a 100 pL de diferentes concentragdes de AgNP
(4x MIC, 2x MIC, MIC e 0,5x MIC), novamente incubada (24 h a 37 °C) para agéo das
AgNP, apds esse periodo ela teve 0 mesmo tratamento que a placa de inibigdo apos a

incubacdo até a leitura.
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3.7. Andlises estatisticas

Anédlises de planejamento experimental, cinética e biofilme foram analisados
através da ANOVA, com nivel de significancia de 0,05. As interacdes entre fatores estdo
apresentadas por meio de grafico obtido pela Metodologia de Superficie de Resposta. As
comparacGes das diferentes analises microbiologicas foram determinadas usando
ANOVA seguindo o teste de comparac6es multiplas de Tukey com nivel de significancia
estatistica de 0,05. Os pressupostos da ANOVA (normalidade e homogeneidade da
variancia) foram avaliados e transformagcfes matematicas aplicadas caso ndo fosse

verificado pelo menor um deles.

4. Resultados

4.1. Sintese de nanoparticulas de prata e 0 seu acompanhamento por UV-Vis
Para confirmar a sintese de AgNP, foi observada a presenca de pico caracteristico no
intervalo de 400-450 nm, devido a Ressonancia Plasmatica de Superficie (Smitha et al.,
2008). O primeiro teste de sintese ocorreu com a MOD coletada do reator 8, onde foi

testada a temperatura (30 e 70 °C) e o tempo (24 e 48 h) (Figura 3).
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Figura 3. Espectros das sinteses a partir da MOD coletada do reator 8 em diferentes temperaturas

(30 e 70 °C) e tempos (24 e 48 h).

Ao analisar os espectros, é possivel afirmar que a melhor condicédo para a sintese
foi em 70 °C e 48 h, pelo maior valor de absorbancia na faixa de 400-450 nm, dado que
corrobora a diferenca de tonalidade da coloracdo observada durante a sintese que indica
a formagdo de AgNP. Nas sinteses efetuadas na maior temperatura, foi observado que as
suspensdes possuiam uma tonalidade avermelhada mais escura, enquanto uma tonalidade

rosa clara foi observada na menor temperatura.

Posteriormente, foram realizadas sinteses na condicdo de alta temperatura (70
°C), partindo de amostras de MOD coletadas de trés reatores diferentes (reatores 4, 6 e
9). Durante o preparo das amostras foram observadas diferencas na tonalidade do

sobrenadante de cada reator (Figura 4).
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Figura 4. Sobrenadantes da MOD dos reatores 4, 6 e 9 em diferentes tratamentos. Nos tubos, o
sobrenadante da MOD foi apenas centrifugado, enquanto nos béqueres o sobrenadante foi

sonicado e centrifugado (Secéo 3.3).

Com essas diferencas de tonalidades podemos pressupor que havera diferencas
nas sinteses entre os reatores, aléem de evidenciar pela mudanga de cor que ocorre certa
extracdo de compostos na sonicacao. Apesar dessa variabilidade aparente, a sintese em
70 °C e 48 h se mostrou ser a mais eficiente assim como na sintese do reator 8, e essa
condicgéo aparenta ser melhor devido a sua absorbancia para todos os reatores (4, 6 e 9)
quando comparados ao seu proprio desempenho em 24 h. O espectro também evidencia
que a pressuposicdo de diferenca entre reatores pela tonalidade do sobrenadante da MOD
é verdadeira até certo ponto com influéncia do pardmetro tempo, visto que o reator 4
possui 0 melhor desempenho (70 °C 24 e 48 h) além de ser o sobrenadante com a
tonalidade mais escura. No entanto, o reator 6, que aparentemente teria o pior
desempenho na sintese pela fraca tonalidade do sobrenadante, teve em 48 h um grande
salto de eficacia em relacdo a 24 h. No caso do reator 9, apesar da sintese aparentar ser

mais estavel ao longo do tempo, ela ndo possui um pico bem definido (Figura 5).
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405
406 Figura 5. Espectros das sinteses a partir da MOD coletada dos reatores 4, 6 € 9.
407
408 Apds a deteccdo dessa variabilidade nas sinteses dos reatores 4, 6 e 9, todas as

409  sinteses a partir deste ponto foram realizadas com o mix da MOD, conforme abordado na
410  Secdo 3.3. Como ja foi estabelecido nas sinteses anteriores, 0 melhor parametro de sintese
411 em relacdo a temperatura € 70 °C, logo a sintese do mix foi testada apenas nessa
412  temperatura, mantendo as leituras em 24 e 48 h. No entanto, ndo foram observadas
413  diferencas entre as leituras ao longo do tempo conforme haviam sido evidenciadas nas
414  sinteses anteriores, porém parece haver uma diferenca quanto a definicdo dos picos
415  gerados na em comparacdo a Figura 5. O que pode ser indicio de que o mix da MOD seja

416  mais homogéneo, apresentando uma menor variabilidade (Figura 6).

20



417

418
419

420

421

422

423

424

425

426

427

3.0+

o
n
1

Absorbincia
%]
=
]

1.5

Mix

300

Figura 6. Espectros das sinteses a partir do mix da MOD.

Comprimento de onda (nm)

— Mix70°C 24 h
Mix 70 °C 48 h

Para as sinteses do planejamento experimental podemos perceber que 0s

espectros dos ensaios com as maiores concentracdes de AgNOs (ensaios 3, 4 e 6)

apresentaram os melhores espectros, independente da temperatura ou tempo, porém com

0 aumento da temperatura e o passar do tempo o desempenho diminui.

Os espectros mostram que a menor temperatura (30 °C) no menor tempo (24 h)

ja atinge o maior nivel de resposta em termos de absorbancia na faixa de 400-450 nm,

ndo havendo melhora ao se aumentar a temperatura e o tempo (Figura 7).
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Figura 7. Espectros das sinteses do planejamento experimental a partir do mix da MOD. As

condicBes de cada ensaios estdo descrita na Tabela 2.

4.2. Caracterizacdo da materia organica dissolvida (MOD)

4.2.1. Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A MOD liofilizada foi analisada quanto a composic¢do quimica referente aos

grupos funcionais nela presente (Figura 8). Para analisar os espectros gerados foi
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436 utilizado o livro Introducdo & Espectroscopia (Pavia et al., 2010) como referéncia, onde

437  foi possivel identificar as seguintes ligacoes e grupos funcionais:

438 - Os picos encontrados na faixa de 3647 a 3506 cm™ indicam a ligagdo O-H de

439  alcoois e fenois,

440 - Os picos encontrados entre 2916 - 2848 cm™ indicam presenca de C-H de

441  alcenos e aldeido,

442 - Os picos encontrados entre 1678 - 1548 cm™ indicam C=C de compostos

443  aromaéticos além de indicar N-H de aminas e amidas primarias e secundarias.
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446  Figura 8. Espectros da andlise de FTIR.
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4.2.2 Analise metagenémica

As bactérias identificadas na MOD estdo apresentadas na Figura 9, bactérias

cuja concentracdo foi maior que 1%, estdo indicadas por género ou classe, e todas as

demais bactérias com menores porcentagens estdo agrupadas, correspondendo a 43,28%

do total. Com isso, é possivel observar a diversidade de bactérias presentes no cultivo de

N. ocenica que foi capaz de ser recuperada com o uso do skimmer, intensificando as

vantagens da sua utilizacdo, ja que além de ndo interferir nas células da microalga, é capaz

de promover a reducdo de bactérias presentes que podem interferir ao longo do cultivo,

além da MOD poder ser utilizada na sintese de AgNP. Os compostos, proveniente dessas

bactérias, além dos compostos secretados pelas microalgas foram entéo responsaveis pela

sintese de AgNP.

Erythrobacter 15,30%
Oceanicaulis 11,49%
Jannaschia 3,51%
Opitutus 2,43%

@ Algoriphagus 2,32%

Hyphomonas 2,29%

Roseobacter 2,29%

Shewanella 1,62%

Hoeflea 1,44%

Parvibaculum 1,42%

unclassified (derived from Gammaproteobacteria) 1,30%
Rhodobacter 1,25%

Maritimibacter 1,22%

Magnetospirillum 1,21%

unclassified (derived from Alphaproteobacteria) 1,21%
Sphingomonas 1,12%

Octadecabacter 1,09%

Roseovarius 1,07%

unclassified (derived from Opitutaceae) 1,06%
unclassified (derived from Flavobacteriales) 1,04%
Maricaulis 1,04%

Outros 43,28%

Figura 9. Bactérias identificadas na MOD por analise de metagenémica.

4.3. Caracterizacdes das AgNP obtidas
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As caracterizagdes foram feitas no TEM e ImagelJ com todas as sinteses
selecionadas como apresentando o melhor desempenho (UV-Vis) de cada teste realizado

(R8, R4, R6, R9 e MIX em 70 °C 48 h, e 30 °C 24 h do planejamento experimental)

As AgNP geradas a partir da MOD do reator 8, selecionadas na melhor condigao
de sintese (70 °C 48 h), mostram atraves da sua medicdo pelo ImageJ, que houve uma
maior formacdo de nanoparticulas de tamanho até 15 nm, tendo como tamanho médio

12,28 + 6,19 nm (Figura 10).

Frequency
B (=2
o o
i

[N]
o
I

10 20 30 4 50
Diameter (nm)

o

Figura 10. Imagem da AgNP do R8 (70 °C 48 h) obtidas pelo TEM e sua distribui¢do de tamanho

(12,28 £ 6,19 nm).

As AgNP geradas pelas sinteses dos 3 reatores (reatores 4, 6 e 9) com
variabilidade na MOD foram analisadas a partir do melhor desempenho de cada reator
(70 °C 48 h). A analise das imagens mostra que o reator 4 possui a maior quantidade e o
menor tamanho de AgNP, com a maior parte medindo entre 5 e 15 nm, sendo o tamanho
médio de 11,89 £ 6,33 nm. Esse reator também é o que possui a melhor leitura no espectro
(Figura 5) e a maior tonalidade de coloracdo da MOD (Figura 4). Isto sugere que a
pressuposicao realizada apenas pelo visual do sobrenadante da MOD é verdadeira ja que

a medicdo também mostrou que o reator 6, como pressuposto, realmente teve o pior
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490

491
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494

desempenho apesar de ter tido um salto de absorbancia em 48 h, apresentando um
espectro melhor que o reator 9 em 48 h. Porém o seu tamanho medio (18,46 + 9,29 nm)
foi maior que o reator 9 (14,21 + 6,50 nm), além de ter sintetizado a menor quantidade de

AgNP, mostrando assim que € correlacionar a tonalidade do sobrenadante com o resultado

da sintese (Figura 11).

| Dameter
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—_—
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o
2
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©
©
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10 » © I
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Figura 11. Imagem da AgNP (70 °C 48 h) obtidas pelo TEM e sua distribui¢do de tamanho. (A)

Reator 4: 11,89 + 6,33 nm. (B) Reator 6: 18,46 £ 9,29 nm. (C) Reator 9: 14,21 + 6,50 nm.
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A sintese do mix da MOD foi analisada no melhor pardmetro (70 °C 48 h) e as
AgNP geradas mostram que houve um aumento geral do tamanho de particula e uma

diminuicdo da quantidade em relag&o as outras sinteses (Figura 12).

|| Diameter

NS e

10 20 30 40 50 60 70
Diameter (nm)

Figura 12. Imagem da AgNP do mix da MOD (70 °C 48 h) obtidas pelo TEM e sua distribui¢éo

de tamanho (20,13 + 12,89 nm).

Para a anélise do planejamento experimental, o ensaio 4 (AgNOz 1,5 mM e pH
8) foi selecionada por usar uma menor concentracdo de AgNOz em relagdo ao ensaio 6
(AgNO3 1,7 mM) e ter o pH baésico, ao contrario do ensaio 3 (AgNO3z 1,5 mM e pH 6). A
medicdo das AgNP mostrou a predominancia de tamanhos maiores em relagéo a todas as
sinteses analisadas anteriormente, principalmente dos reatores individuais, além de

evidenciar impurezas ao redor das AgNP (Figura 13).
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Figura 13. (A) Imagem da AgNP obtidas pelo TEM e sua distribui¢do de tamanho (27,55 £ 8,41
nm). (B) Distribuicdo do didmetro hidrodindmico medido pelo Litesizer (C). Os resultados

referem-se ao ensaio 4 (30 °C 24 h) do planejamento experimental utilizado o mix da MOD.

Essa AgNP (ensaio 4 - 30 °C 24 h) também foi analisada no Litesizer, cujo
resultados estdo apresentados na Tabela 3. A estabilidade das AgNP esta relacionada a
sua interacdo com o meio através da forca eletroestatica, a carga superficial negativa das
particulas faz com que elas sejam atraidas a compostos de cargas positivas, e vice-versa.
Sendo a estabilidade considerada moderada quando a carga € £ 25 mV, e particulas com
cargas menores sdo consideradas instaveis, bem como + 40 mV significa uma alta
estabilidade. O modo de sintese afeta esses valores, a depender dos compostos que estdo
sendo utilizados na reducdo (Greenwood & Kendall, 1999).

A diferenca de tamanhos entre as anélises de TEM (27,55 + 8,41 nm) e Litesizer

(263,87 + 4,89 nm) pode estar relacionado ao método de analise, ja que no TEM a amostra
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é seca e no Litesizer ndo, sendo assim é medido as AgNP juntamente com ions e outras
moléculas ligadas a superficie. O indice de polidispersdo esta relacionado a
homogeneidade do tamanho das particulas, na escala 0,0 a 1,0, sendo abaixo de 0,1
considerado uma distribuicdo homogénea e quanto mais proximo de 1, maior a varia¢do

de tamanho.

Tabela 3. Resultados obtidos via analise no Litesizer para a sintese do ensaio 4 (30 °C 24 h) do

planejamento experimental.

Potencial zeta (mV) Diametro hidrodindmico (nm) indice de polidisperséo

-20,41 + 0,32 263,87 + 4,89 0,178

4.4. Ensaios microbiologicos

4.4.1. Concentracao Inibitéria Minima (MIC)

As anélises de MIC das melhores condic¢des de sinteses selecionadas dos reatores
8, 4, 6, 9 e mix da MOD foram realizadas em Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa e Vibrio coralliilyticus, todas bactérias gram-negativas. Como a concentracao
de AgNP sintetizada em cada teste ndo foi determinada, a analise de MIC esta expressa

em porcentagem de AgNP em relacéo a suspensao original (Figura 2).

Tabela 4. Resultados da atividade antimicrobiana das AgNP em relacéo as suas concentrac¢Ges de

MIC, exemplificados na Figura 2.

MIC (%)
Compostos Bactérias
A. baumannii P. aeruginosa V. coralliilyticus
AgNP do R8 6,25 6,25 12,5
AgNP do R4 3,12 3,12 6,25
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AgNP do R6 3,12 1,56 3,12
AgNP do R9 6,25 3,12 12,5
AgNP do Mix 1,56 1,56 3,12
Ag* 3,12 1,56 6,25
Ciprofloxacina 128 pg/mL 64 pg/mL 64 pg/mL

Podemos evidenciar que o mix possuiu a melhor atividade antimicrobiana
juntamente com o reator 6, em relacdo a todas as bactérias testadas, assim como uma

maior atividade em relacdo ao controle da Ag* em A. baumannii e V. coralliilyticus.

As andlises de MIC das AgNP do planejamento experimental foi realizada com
todos os 11 ensaios nas trés temperaturas (30, 50, e 70 °C) e dois tempos (24 e 48 h),
testadas em A. baumannii, P. aeruginosa e S. aureus, as primeiras duas bactérias gram-
negativas e terceira gram-positiva respectivamente. Essas analises mostraram que em
todas as bactérias quanto maior a concentracdo de AgNOs do ensaio melhor € a resposta
de MIC. Também pode ser constatado que é provavel que haja um ponto 6timo em relacdo
ao aumento da temperatura e tempo com o0 aumento da atividade de MIC, visto que a
mesma sintese (ensaio) em condicdes diferentes (30, 50 e 70 °C, 24 e 48 h) apresenta

variacOes na resposta de MIC principalmente nas bactérias gram-negativas.

Para a analise da superficie de resposta foram analisados os dados de MIC dos
11 ensaios (30 °C 24 h) em A. baumannii, utilizando a densidade Optica da terceira
diluicdo (6,25%) por ser a MIC dos melhores ensaios (3, 4 e 6). Desta forma todos os
valores de densidade optica dos 11 ensaios nessa dilui¢do foram incorporados a matriz. E
o0 resultado da interacdo desses fatores (AgNOs, pH e MIC) mostra que o pH néo
influencia a resposta da MIC, porém a concentracdo de AgNOz influencia, sendo o

aumento dessa concentracdo mais eficiente em relacdo a resposta de MIC (Figura 14).

MIC = 0,18 - 0,25[AgNP]
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Figura 14. Matriz de interacdo dos fatores do planejamento experimental (AgNOs e pH) com

insercdo dos dados de densidade dptica da MIC (6,25%) dos 11 ensaios (30 °C 24 h).

4.4.2. Cinética de crescimento

A bactéria A. baumannii apresentou os melhores resultados de MIC (6,25%) nos
ensaios com as maiores concentragdes de AgNOz (ensaio 3, 4 e 6), porem como ja
abordado ao selecionar para analise no TEM, apenas o ensaio 4 (30 °C 24 h) foi

selecionado para a analise cinética nessa bactéria assim como para a analise de biofilme.

A Figura 15 mostra a relacdo entre as concentracoes de MIC da AgNP e da Ag*
em relacéo a atividade do controle positivo (apenas a bactéria). A Figura 16 mostra que
essas diferencas ndo sdo significativas entre a MIC AgNP e a MIC Ag®, porém sdo
significativas em relacdo a todos os outros tratamentos. Ja o 0,5x MIC AgNP nao é
significativo em relacdo ao 0,5x MIC Ag* e nem ao 0,25x MIC Ag™. E o positivo nédo é

significativo em relagdo ao 0,5x MIC AgNP, 0,25x MIC AgNP e ao 0,25x MIC Ag™.
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Ou seja, utilizar a concentracdo do MIC, tanto da AgNP quanto da Ag* nao teve

diferencas na atividade entre eles, bem como € o limiar da atividade, mais diluido (0,5x e

0,25x) no geral (exceto pelo 0,5x MIC Ag™) nédo seria diferente do que ndo usar nada

(positivo).
0.6 =
. — MIC AgNP
S 0.4- il — 0,5x MIC AgNP
L3 ]
S / — 0,25x MIC AgNP
S 0.2 MIC Ag*
Ly
S — 0.5x MIC Ag*
& 00— T == — 0,25x MIC Ag*
ﬁ 100 200 300 400 500 600 1200 ! g
0.2 — Positivo

Tempo (min)

Figura 15. Cinética da AgNP do ensaio 4 (30 °C 24 h), e dos controles de Ag+ e da bactéria

(positivo) frente a A. baumannii ao longo do tempo.
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Figura 16. Analise estatistica One-way ANOVA da Figura 15.
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4.4.3. Inibicéo de formacao e destruicédo de biofilme

A anélise de biofilme foi realizada com o ensaio 4 (30 °C 24 h) em A. baumannii

por ser uma cepa forte produtora de biofilme. Na analise de inibicéo, as concentracdes

testadas mostram que essas comparagdes apenas possuem diferencas significativas entre

2x MIC Ag™ e 0,5x MIC AgNP, e entre 0,5x MIC AgNP e 0,5x MIC Ag®. Isso evidencia

que a menor concentracdo 0,5x MIC) tera a mesma eficdcia, quanto a inibicdo da

formagé&o de biofilme, que a maior concentracdo (2x MIC), tendo apenas diferenga entre

a utilizacdo de AgNP e Ag" na menor concentracdo. Sendo assim, nessa concentracdo é

preciso menos AgNP que Ag* para causar 0 mesmo efeito. Como pode ser evidenciado

pela eficiéncia de inibicdo do biofilme pela AgNP em relacdo ao controle: 37% (2x MIC),

36% (MIC) e 33% (0,5x MIC), e por Ag* 39% (2x MIC), 38% (MIC) e 39% (0,5x MIC),

calculada a partir do desconto dos controles (Figura 17).

Inibicao
0.5+
E
- ab b :
S04 & @ o b
o0
2
© 0.3+
c
« 0.2-
-}
=
@
2 0.1
<
2x MIC MIC  0,5x MIC
Concentracao

Figura 17. Analise estatistica Two-way ANOVA da atividade de inibicao do biofilme.

Hl AgNP
= Ag+
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608 Na andlise de destrui¢do do biofilme, as concentragdes testadas mostram que
609  essas comparacOes apenas possuem diferencas significativas entre 2x MIC Ag* e MIC
610 Ag", e entre MIC Ag® e 0,5x MIC Ag*, evidenciando que a MIC Ag* ndo é capaz de
611  destruir o biofilme como nessas concentracdes de Ag*. E mostrando também que néo ha
612  diferenca entre a utilizacdo de AgNP ou Ag" na mesma concentracdo, além de mostrar
613 que a menor concentragdo (0,5x MIC) tera a mesma eficacia quanto a destruicdo de
614  biofilme que a maior concentragdo (4x MIC). Como pode ser evidenciado pela eficiéncia
615  de destruicdo do biofilme de AgNP em relagdo ao controle: 19% (4x MIC), 18% (2x
616  MIC), 17% (MIC) e 15% (0,5x MIC), e por Ag* 19% (4x MIC), 26% (2x MIC), 6%

617  (MIC) e 28% (0,5x MIC) (Figura 18).

618
Destruicao
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0.0- T T T T
4x MIC  2xMIC MIC 0,5x MIC
Concentracao

619
620 Figura 18. Analise estatistica Two-way ANOVA da atividade de destruicdo do biofilme.
621
622 5. Discusséao
623 Como a sintese de AgNP a partir da MOD coletada do cultivo da microalga N.

624  oceanica via skimmer é uma inovacdo desse trabalho, sendo a primeira vez testada,
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algumas comparacdes foram feitas a partir de sinteses utilizando a microalga
Nannochloropsis sp., e outras com microalgas em geral, dulcicolas e marinhas, abordando
as diferentes formas de sintese, como visto na Introducéo (cultivo, sobrenadante, pellet

e extrato).

Nannochloropsis sp. ndo é uma espécie bem estudada para producéo de AgNP,
fato constatado pelo levantamento bibliogréfico, onde ha poucos artigos que podem ser
utilizados de base comparativa. A sintese intracelular a partir do cultivo de N. oculata foi
relatada por Mohseniazar et al. (2011) em que o AgNO3 foi diretamente adicionado na
fase exponencial do cultivo em diferentes concentragdes (1, 2 e 5 mM), e monitorados
dois tempos de reagéo (24 e 48 h), onde foi constatado que 1 mM de AgNOsz em 24 h era
a melhor condicéo visto que ndo houve diferenca significativa ao aumentar os parametros
(concentracdo de AgNOs e tempo), e nessas condigOes, a caracterizacdo no TEM
demonstrou que as AgNP tinham tamanho de tamanho de até 15 nm. Outra sintese
utilizando o cultivo de N. oculata foi realizado por El-Kassas et al. (2017), ao invés de
adicionar AgNOs direto no cultivo, utilizou apenas 5 mL do cultivo junto com 100 mL
de solucdo de AgNOsz a1 mM, em pH 7 durante 72 h, a 28 °C. Dados do TEM mostraram
nanoparticulas com uma média de tamanho de 19 nm, e a analise de FTIR realizada nas
AgNP mostrou a presenca de proteina (amidas), carbonilas, alcoois terciarios, sugerido
que as AgNP foram reduzidas por proteinas, com compostos aromaticos como agentes

estabilizadores.

Ja para a sintese extracelular, Gnanakani et al. (2019) reportaram a sintese de
AgNP a partir de extratos da biomassa de Nannochloropsis sp., onde o extrato alcoolico
foi incubado com 1 mM de AgNOs durante 7 dias a 60 °C - 80 °C. A andlise no TEM
mostrou um tamanho médio de particulas de 57,25 nm. Esse trabalho trouxe também

dados sobre o indice de polidisperséo (0,364) superiores que ao encontrado nesse trabalho
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(0,178), logo, com AgNP mais heterogéneas em tamanho, potencial zeta (-5,7 mV)
indicando a uma grande instabilidade sendo bastante contrastado ao valor encontrado
nesse trabalho (-20,41). Isto sugere uma vantagem da metodologia utlizada neste trabalho,
que além de n&o utilizar a biomassa, foi capaz de sintetizar a partir da MOD uma AgNP
mais estavel. Foi realizado também a atividade antimicrobiana (P. aeruginosa, E. coli, S.
aureus e B. subtilis), e FTIR das AgNP e do extrato. O FTIR do extrato mostrou picos
que evidenciam a presenca de compostos, como acidos graxos, polifendis e amidas. J& na
andlise da AgNP ocorreram algumas mudancas, como diminuicao da intensidade e novos
picos, que indicam a participagcdo desses compostos na reducdo, como a sugestdo dada
pelos autores da oxidagdo dos polifendis. Foi concluido entdo que grupos carboxilicos de
acidos graxos, tetraterpendides de xantofilas, carboxila e hidroxila de grupos polifendis,

carbonila e amida de proteinas podem estar envolvidos na sintese de AgNP.

A matéria orgéanica do cultivo de N. oceanica coletada via membrana de
ultrafiltracdo (membrana de 50 kDa) foi analisada no FTIR por Zhang et al. (2016), onde
foi detectado a presenca de picos de grupos de hidroxila (polissacarideos), aminas,
manose ou galactose ou grupos aromaticos de substancias humicas, fendis e carboidratos
de substdncias humicas. Ou seja, predominantemente polissacarideos e substancias
hdmicas. Havendo assim, correlacdo com a amostra de MOD deste trabalho coletada via
skimmer onde também € constatado a presenca de fenois e aminas como apresentado na

Secéo 4.2.1.

Além disso, Xiong et al. (2021) demostraram que ha a sintese natural de AgNP
em ambientes aquaticos mediados por EPS (substancias poliméricas extracelulares) da
microalga Chlorella pyrenoidosa, mais especificamente polissacarideos e proteinas (de
acordo com os dados de FTIR do EPS) facilitados pela luz, ocorrendo no escuro em

velocidade menor, evidenciando a sintese em condi¢fes ambientais de AgNP de tamanho
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de 15 nm, onde a EPS atua como bom agente estabilizador. Outro, ponto a ser levando é
a capacidade de sintese de AgNP pelas bactérias identificadas na Secédo 4.2.2. Por
exemplo, na bactéria Shewanella sp. ja foi constatada a capacidade de sintese de AgNP
pelo seu sobrenadante, gerando AgNP de tamanho médio de 38 nm, com atividade

antibacteriana em E. coli e Klebsiella pneumoniae (Mondal et al., 2020).

As andlises antimicrobianas de AgNP sintetizas de microalgas ndo costumam
abordar as concentragdes de AgNP testadas, tornando ndo palpavel as comparacoes de
respostas do poder de atividade, além dos trabalhos encontrados utilizarem outras
metodologias em que ¢ avaliado a zona de inibicdo (mm). Portanto, para comprovar que
ha uma ampla gama de AgNP sintetizadas de diversas formas e a partir de diversas
microalgas foi feito um pequeno compilado (Tabela 5) que mostra o efeito dessas AgQNP

em diversas bactérias.

Apesar de ndo ter sido encontrado artigos que tenham testado a atividade de
destruicdo de biofilme por AgNP sintetizadas de microalgas. Foi encontrado resultados
para a inibicdo de biofilme, porém ndo com a A. baumannii. Shafreen et al., (2017)
sintetizou AgNP a partir do extrato aquoso de Nitzschia palea que apresentou 80% de
inibicdo do biofilme em E. coli. J& a AgNP sintetizada do extrato alcoolico de Spirulina
platensis apresentou 85,63% de inibicdo em P. aeruginosa (LewisOscar et al., 2021). A
AgNP sintetizada do sobrenadante de C. vulgaris foi testado em Citrobacter sp., S. aureus
(ATCC 29213), E. coli (ATCC 35218) e P. aeruginosa (ATCC 27853), apesar de ter

apresentado resultados de inibi¢do ndo foi informado a porcentagem (Salaam et al., 2020).

Tabela 5. Atividade antimicrobiana a partir de AgNP sintetizadas de diferentes maneiras a partir

de microalgas.
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Microalga Sintese Bactéria Referéncia
Botryococcus braunii e Chlorvella Extrato (EPS) E. coli (ATCC 25922), S. aureus (ATCC Navarro-Gallon et al | 2019
pyrenoidosa 12600) e S. aureus resistente a Meticilina
(MRSA-ATCC 43300)
Botryococcus braunii Pellet e sobrenadante E. coli (ATCC 25922), P. aeruginosa Arévalo-Gallegos et al., 2018

(ATCC 27853) e S. aureus (ATCC 25923)

Botryococcus braunii Extrato aquoso E. coli (MTCC 442), P, aeruginosa Aryaetal 2018
(MTCC 441), K. pnewmoniae (MTCC 109)
e 5. aureus (MTCC 96)
Nostoc linckia Extrato (ficocianima) S. aureus, P. aeruginosa, E. colie K. El-Naggar et al 2017

preumonia

Porphyridium cruentum

Extrato alcodlico

E. coli (ATCC 25922), P. aeruginosa
(PAO1), B. subtilis (KCTC 13429), S,

Jeon etal , 2021

aureus (ATCC 6538)
Chlorella sp. Extrato alcoolico B. subtilis, B. sphaericus, B. pasteurii e E. Kashyap et al, 2019
coli
Chaetoceros sp., Skeletonema sp. e Pellet B. subrtilis, S. Pneumoniae, S. aureus, Mishra et al., 2020
Thalassiosira sp. Aeromonas sp. e E. coli
Chaetoceros calcitrans, Chlorella E. coli, Klebiella sp., Proteus sp. e Merin et al., 2010
salina, Isochrysis galbana e Pseudomonoas sp.
Terraselmis gracilis
Oscillatoria limnetica Pellet E. coli e B. cereus Hamouda et al_, 2019
Scenedesmus sp. Cultivo B. subtilis, B. sphaericus e B. pasteurii Kashyap et al., 2021
Oscillatoria sp. Sobrenadante E. coli, Staphylococcus sp, Salmonella sp., Sunil etal, 2017
Klebsiella sp. e Pseudomonas sp.
Nostoc aguatica Extrato aquoso E. coli (ATCC 8739), K. pneumoniae Selvan et al., 2018
(ATCC 2719), B. subtilis (ATCC 6633) e
S. aureus (ATCC 29736)
S. platensis Extrato aquoso E. coli (MTCC-9721), Proteus vulgaris Sharma et al., 2015
(MTCC-7299), Kiebsiella pneumoniae,
(MTCC-9751), S. aureus (MTCC-9542),
S. epidermidis (MTCC-2639) e Bacillus
cereus (MTCC-9017)
C. vulgaris Pellet S. aureus (MRSA) e Streptococcus sp. Aldavyel et al., 2022

Isochrysis sp.

Extrato aquoso

5. aureus e E. coli

Tevan et al. 2017

Além dos dados do potencial zeta de Gnanakani et al. (2019) a partir do extrato

alcoolico de Nannochloropsis sp., na Tabela 6 esta apresentado outros valores de

potencial zeta de sinteses de AgNP compilados da literatura.

Tabela 6. Dados de potencial zeta de AgNP sintetizadas de diferentes maneiras a partir de

microalgas.
Potencial zeta (mV) Sintese Referéncia
Microalgas dulcicolas
B. braunii —51,81 + 3,01 EPS Navarro-Gallén et al., 2019
C. vulgaris -31,3 Polissacarideo El-Naggar et al., 2020
C. vulgaris +26 Sobrenadante Ebrahiminezhad et al., 2016

C. vulgaris -17

Extrato aquoso

Torabfam et al., 2020

Diatoméaceas marinhas

Chaetoceros sp. -19,4 + 0,10

Skeletonema sp. -16,33 + 0,55

Thalassiosira sp. -5,67 = 0,467

Pellet

Mishra et al., 2020

Cianobactérias

Nostoc carneum -32 + 4,93

Pigmento (ficoeritrina)

El-Naggar et al., 2018

Nostoc linckia -31,8 £ 5,37

Pigmento (ficocianina)

El-Naggar et al., 2017
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Synechococcus elongates -9,11 Cultivo Satapaphy et al., 2017

A Tabela 6 evidencia variedade de resultados de estabilidade das AgNP, a
depender da microalga e do composto utilizado na redugédo. Tendo em vista os parametros
de estabilidade registrados neste trabalho (Se¢éo 4.3), o valor de + 25 mV representa
uma estabilidade moderada e = 40 mV uma alta estabilidade. As AgNP desse trabalho (-
20,41 mV) possuem uma estabilidade moderada que pode ser melhorada com a utilizagéo
de compostos estabilizantes na sintese. Compostos esses que poderiam ser extraidos de
microalgas como polissacarideos, que se mostraram bons agentes estabilizantes da
reacdo, como constatado por Navarro-Gallon et al. (2019) que obteve AgNP de B. braunii
de alta estabilidade (—51.81 + 3.01 mV) e EI-Naggar et al. (2020) que obteve de C.

vulgaris AgNP de estabilidade moderada (-31,3 mV) e maior que a obtida nesse trabalho.

Vale ressaltar que um melhor uso dos recursos naturais para a sintese de AgNP
estd em ampla discussdo visto a necessidade do desenvolvimento de tecnologias
sustentaveis. Com isso, 0 conceito de economia circular estad presente nos recentes
avancos de sintese sustentavel de AgNP, como a sintese biolégica e a utilizacdo de
residuos organicos da industria. As microalgas representam um promissor caso da
aplicabilidade desse conceito, ja que elas podem ser cultivadas em residuos e o seu
préprio residuo gerado, como a matéria organica secretada ao longo do cultivo pode ser

utilizada na sintese de AgNP como mostrou esse trabalho (Chan et al., 2020).

Sendo assim, a sintese biologica de AgNP além de ser sustentavel possui custos
menores e € mais escalonavel que a sintese fisica e quimica, ja que ndo requer alta
demanda de energia e equipamentos, nem produtos quimicos altamente toxicos. Sendo

ainda possivel na sintese biologica o uso de matéria-prima descartada pela industria,
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porém rica em compostos organicos e praticamente sem custos de obtencdo, gerando um

produto sustentavel de valor agregado (Brar et al., 2022).

6. Concluséo

Esse trabalho mostrou que a MOD coletada do cultivo de N. oceanica pelo
skimmer é capaz de ser utilizada biotecnologicamente gerando um produto de alto valor
agregado e baixo custo de producéo. O uso do skimmer seria uma alternativa para a coleta
da MOD para sintese de AgNP, ndo se utilizando a microalga em si mas um residuo da
sua producdo. Assim, poderia ser empregada sem comprometer as aplicacfes ja bem
estabelecidas para o uso da biomassa de microalgas, tornando a producdo mais
sustentavel, em que ndo ha impacto na capacidade de producdo de microalgas e fazendo

com que o cultivo e seu residuo sejam integralmente aproveitados.

7. Perspectivas futuras
O primeiro passo em relacdo a utilizacdo da MOD proveniente do cultivo de N.
oceanica coletada via skimmer foi dado com esse trabalho, se avaliando a possibilidade
de efetuar uma sintese verde de AgNP bem como as suas propriedades antibacterianas,
sendo uma alternativa ao uso de antibioticos. Porém trabalhos futuros devem ser

realizados para desenvolvimento integral do pacote tecnolégico, como:

e Entender melhor quais sdo 0s compostos responsaveis pela sintese e a influéncia
da composicdo da MOD em relagdo a sua época de coleta, historico do cultivo,
tempo de uso do skimmer na coleta, etc.;

e Como foi constatado que a MOD é um melhor agente redutor do que um agente

estabilizador da sintese, é necessario realizar testes em relagéo a estabilidade das
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AgNP, a partir de condicGes da sintese, bem como testando compostos com essas
caracteristicas;

e Realizar um planejamento experimental com as varidveis acima mencionadas,
para atingir a padronizacao da sintese em relacdo ao tamanho, formato, quantidade

e estabilidade das AgNP.
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