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Resumo

O saneamento basico e 0 acesso a agua potavel sdo desafios criticos para paises
em desenvolvimento. Até 2025, a escassez de agua pode afetar 50 % da populagéo
global. O Objetivo de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) 6 busca melhorar o
saneamento e o0 acesso a agua, mas no Brasil, mais de 40 milhdes de pessoas
ainda ndo tém acesso a agua potavel, e 100 milhdes néo tém tratamento adequado
de esgoto. Diante dessa situacdo, a busca por métodos sustentaveis e econdmicos
para a purificagdo da agua motivou a investigacdo da aplicagédo de nanoparticulas
de prata (AgNP), produzidas biologicamente a partir do fungo filamentoso
Aspergillus niger IBCLP20 encapsuladas em alginato de calcio, em um reator de
leito fixo (PBR) para tratar agua contaminada com Escherichia coli IPT245 e
Pseudomonas aeruginosa IPT365. As AgNP sdo amplamente reconhecidas por suas
propriedades antibacterianas, que se devem a sua capacidade de interagir
diretamente com as membranas celulares bacterianas e gerar espécies reativas de
oxigénio (ROS), resultando em danos ao DNA, RNA e outras biomoléculas
essenciais. A obtengdo das AgNP por métodos biolégicos € vantajosa em
comparagao com métodos quimicos, pois oferece uma alternativa mais ecolégica e
de baixo custo. Para a realizagdo do estudo, as bio-AgNP foram caracterizadas
utilizando técnicas de microscopia eletrénica de transmissdao (MET), espalhamento
dindmico de luz (DLS), potencial zeta (P{) e indice de polidisperséo (PDI). Os
resultados mostraram que as nanoparticulas tém formato esférico com um tamanho
médio de 37,4 £ 67,4 nm e tamanho hidrodinamico de 80 nm. A carga zeta das
particulas foi medida em -38,56 mV, e o indice de polidispersdo foi 0,215.
Subsequentemente, as bio-AgNP foram encapsuladas em alginato de calcio e
testadas em um reator PBR para avaliar sua aplicabilidade na desinfec¢do de agua
contaminada. Foram examinados parametros operacionais, incluindo densidade do
afluente (103, 10* e 10° UFC-mlI™), temperaturas (25 °C, 30 °C, 37 °C e 40 °C),
massas de catalisador (50 %, 75 % e 100 %) e vazdes volumétricas (1,0, 4,0, 7,0 e
10,0 mI'min™). A atividade antibacteriana das bio-AgNP,c contra E. coli IPT245 foi
observada em todas as massas de catalisador testadas, enquanto o efeito
bactericida sobre P. aeruginosa IPT365 foi constatado durante 8 h apenas com 100
% da massa de catalisador. A temperatura ndo teve impacto significativo na
aplicacao do sistema, e a vazao volumétrica ideal foi determinada como 4,0 ml-min™".
Os resultados confirmaram que o sistema de reator de leito fixo PBR com bio-AgNP
encapsuladas €& uma solugdo promissora para a desinfecgdo de agua. A
manutencio da atividade antibacteriana apds a imobilizacdo das nanoparticulas e a
analise detalhada dos parametros operacionais sustentam a viabilidade desse
método para aplicagdes ambientais.

Palavras-chave: Bionanoparticulas, encapsulacdo em alginato, reator de leito fixo

PBR, Escherichia coli, tratamento de agua.
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Abstract

Basic sanitation and access to drinking water are critical challenges for developing
countries. By 2025, water scarcity could affect 50 % of the global population.
Sustainable Development Goal (SDG) 6 seeks to improve sanitation and access to
water, but in Brazil, more than 40 million people still do not have access to drinking
water, and 100 million do not have adequate sewage treatment. Given this situation,
the search for sustainable methods and cost-effective methods for water purification
has motivated the investigation of biologically silver nanoparticles (bio-AgNP)
application, produced from the filamentous fungus Aspergillus niger IBCLP20
encapsulated in calcium alginate, in a fixed bed reactor (PBR) to treat water
contaminated with Escherichia coli IPT245 and Pseudomonas aeruginosa IPT365.
AgNP are widely recognized for their antimicrobial properties, which are due to their
ability to interact directly with bacterial cell membranes and generate reactive oxygen
species (ROS), resulting in damage to DNA, RNA and other essential biomolecules.
Obtaining AgNP by biological methods is advantageous compared to chemical
methods, as it offers a more environmentally friendly and low-cost alternative. To
carry out the study, the bio-AgNP were characterized using transmission electron
microscopy (TEM), dynamic light scattering (DLS), zeta potential (PZ) and
polydispersity index (PDI) techniques. The results showed that the nanoparticles
have a spherical shape with an average size of 37.4 + 67.4 nm and a hydrodynamic
size of 80 nm. The zeta charge of the particles was measured at -38.56 mV, and the
polydispersity index was 0.215. Subsequently, the bio-AgNP were encapsulated in
calcium alginate and tested in a PBR reactor to evaluate their applicability in the
disinfection of contaminated water. Operational parameters including influent
concentrations (103 10* and 10° CFU ml™), temperatures (25 °C, 30 °C, 37 °C and 40
°C), catalyst masses (50 %, 75 % and 100 %) and volumetric flow rates (1.0, 4.0, 7.0
and 10.0 ml min™") were examined. The antimicrobial activity of bio-AgNP,. against
E. coli IPT245 was observed in all catalyst masses tested, while the bactericidal
effect against P. aeruginosa IPT365 was observed for 8 h only with 100% of the
catalyst mass. Temperature had no significant impact on system, and the optimum
volumetric flow rate was determined to be 4.0 ml min™. The results confirmed that the
PBR fixed bed reactor system with encapsulated bio-AgNP is a promising solution for
water disinfection. The maintenance of antimicrobial activity after nanoparticle
immobilization and the detailed analysis of the operational parameters support the
feasibility of this method for environmental applications.

Keywords: Bionanoparticles, immobilization in alginate, packed-bed reactor (PBR),

Pseudomonas aeruginosa, water treatment.
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1. Introdugao

Os reatores de leito fixo tém se destacado como uma tecnologia altamente
aplicavel e promissora para o tratamento de agua e esgoto, especialmente em
paises em desenvolvimento (Araujo, 2014). Esses reatores operam com particulas
sélidas ou catalisadores imobilizados que promovem reagdes quimicas e biologicas,
permitindo a remogao de contaminantes em um processo continuo (Mohapatra et al.,
2021; Chafi et al., 2016).

A principal vantagem dos reatores de leito fixo (PBR) reside na maximizagao
do contato entre o fluido a ser tratado e as particulas de suporte, o que potencializa
a aplicabilidade do processo de tratamento (Fogler, 2012). Essa tecnologia nao
apenas permite o tratamento de grandes volumes de agua, mas também apresenta
menores custos operacionais e de manutengdo em comparagdo com sistemas mais
complexos, como os fotorreatores (Yusuf et al., 2024), possuindo a facilidade de
ampliagao para escala industrial (Antonelli et al., 2021).

A simplicidade de construcéo e a possibilidade de escalabilidade dos reatores
(PBR) sao fatores que os tornam interessantes para aplicagao em regides onde os
recursos financeiros e tecnologicos sao limitados (Chang et al., 2024; Araujo, 2014).
Eles podem ser facilmente adaptados para atender a diferentes demandas de
tratamento, acomodando uma ampla gama de cargas de poluentes e oferecendo
solugcdes viaveis para o reuso de agua e a mitigacao de impactos ambientais. Essa
adaptabilidade & especialmente relevante em contextos tropicais, onde as condi¢des
climaticas e a disponibilidade de matéria-prima podem variar significativamente
(Araujo, 2014).

Diante da crescente preocupagao com a qualidade da agua potavel, a
utilizagdo de tecnologias avangadas no tratamento de agua tem se tornado uma
prioridade. A presenca de microrganismos potencialmente patogénicos, como
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, representa uma ameaga significativa a
saude publica, especialmente em regides onde o acesso a agua tratada é escasso
(Trata Brasil, 2020).

Escherichia coli é uma bactéria que, embora encontrada no trato
gastrointestinal de humanos e animais, pode ser um indicador de contaminagao

fecal quando detectada em agua. Certos sorotipos de E. coli, como o O157:H7, séo
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patogénicos e podem causar doengas graves, incluindo diarreia enterohemorragica
e sindrome hemolitico-urémica (Bhardwaj et al., 2021). A contaminacdo de agua
potavel por E. coli € uma preocupacgao global, com a presenga deste microrganismo
frequentemente associada a surtos de doengas transmitidas pela agua e a altos
indices de mortalidade infantil em paises com sistemas de saneamento deficientes
(Wolf et al., 2018). Por outro lado, Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria
gram-negativa que pode ser encontrada em ambientes variados, incluindo agua,
solo e superficies de hospitais. Essa bactéria € conhecida por sua capacidade de
causar infecgbes em individuos com sistema imunolégico comprometido, como
aqueles com fibrose cistica, queimaduras ou imunossupressao (Sarangi, 2011). P.
aeruginosa pode provocar infecgbes graves, como pneumonia, infec¢gées do trato
urinario e septicemia, e sua presenca na agua potavel representa um alto risco para
a saude publica (Anversa et al., 2019).

As abordagens convencionais de desinfec¢cdo, como a aplicagdo de cloro e
dioxido de cloro, tém sido amplamente utilizadas, mas apresentam limitacdes,
incluindo a formacao de subprodutos toxicos e a diminuicdo da atividade bactericida
em aguas com alta carga organica (Song et al., 2016).

Os nanomateriais (NM) tém se destacado como uma &rea promissora de
pesquisa, especialmente no campo da biomedicina e das ciéncias dos materiais.
Entre eles, as nanoparticulas de prata (AgNP) sdo amplamente reconhecidas por
suas propriedades antibacterianas, aplicaveis a uma variedade de patdgenos (Liao
et al., 2019 ; Mumtaz et al., 2023). As AgNP podem ser obtidas tanto por métodos
quimicos, utilizando reagentes comerciais, e fisicos, com a decomposi¢cdo de
materiais, quanto por sintese biologica, que emprega agentes redutores de origem
natural, como bactérias, fungos filamentosos ou plantas (Ottoni et al., 2017; Ndaba
et al., 2022). Estudos recentes tém demonstrado que as AgNP sintéticas podem
apresentar uma boa aplicabilidade por conta da propriedade antibacteriana do NM,
mas as AgNP biolégicas muitas vezes exibem vantagens adicionais, como menor
toxicidade ambiental e maior biocompatibilidade (da Silva et al. 2022). Além disso,
0s processos biologicos frequentemente resultam em particulas com tamanhos e
formas mais uniformes, o que pode melhorar a aplicabilidade das AgNP no

tratamento de agua (Patar et al., 2022). Este cenario tem fomentado o interesse na
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exploracao dessas nanoparticulas para aplicagdes em areas como desinfeccéao,
medicina e agricultura, onde a resisténcia a antibacterianos € uma preocupagao
crescente.

A acdo antibacteriana das AgNP é atribuida a liberacdo de ions de prata
(Ag", que interagem diretamente com as membranas celulares bacterianas e o DNA,
resultando na morte dos microrganismos (Duran et al., 2016; Tripathi & Goshisht,
2022). No entanto, a aglomeragao e a potencial toxicidade das AgNP, bem como a
necessidade de reutilizagdo econdmica e sustentavel, sdo desafios que precisam ser
abordados.

Deste modo, a utilizagdo de AgNP imobilizadas em compostos néo toxicos,
como por exemplo o alginato, utilizado como agente de encapsulacao (Arroyo et al.,
2020; Ayinde et al., 2020) e aplicado como recheio em reator de leito fixo para o
tratamento de agua potavel por processo continuo é uma alternativa bastante
inovadora e promissora frente aos processos convencionais existentes, com a
possibilidade de reduzir a aglomeragao e controlar a liberagao de ions de prata,
potencializando sua atividade antibacteriana contra bactérias potencialmente
patogénicas como E. coli e P. aeruginosa (Alavi e Rai, 2019). Ao se utilizar reator de
leito fixo (PBR), além de ter maior contato entre o fluido e as NP, possui a
possibilidade de aumentar o volume de afluente a ser tratado mediante uso de leitos
fixos conectados em série (Fogler, 2012).

Além disso, a pesquisa neste campo se alinha aos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel da Agenda 2030 da ONU, especialmente o Objetivo 6,
que visa garantir a disponibilidade e gestao sustentavel da 4gua e saneamento para
todos. A implementacao de tecnologias que melhorem o0 acesso a agua potavel de
qualidade é crucial para a saude publica, especialmente em paises como o Brasil,
onde a infraestrutura de saneamento ainda € insuficiente para atender as demandas
da populacao.

Em resumo, a utilizagcdo de reatores de leito fixo, combinada com a
nanotecnologia com o uso de bio-AgNP encapsuladas, representa uma abordagem
inovadora e sustentavel para o tratamento de agua contaminada. Essa estratégia
nao s6 aprimora a aplicabilidade do processo de desinfeccdo, mas também contribui

para a promogao de saude publica e para o cumprimento dos compromissos
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internacionais relacionados ao acesso a agua potavel e saneamento. A continuidade
da pesquisa nessa area é fundamental para o desenvolvimento de solugdes que
atendam as necessidades de tratamento de agua, especialmente em regides

vulneraveis, criando um impacto positivo na qualidade de vida da populacgao.

2. Revisao Bibliografica

Nesta revisdo bibliografica, foram abordados temas cruciais interligados ao
saneamento basico e a saude publica, destacando as doencas disseminadas pela
agua e a relevancia de solugdes inovadoras. Em particular, a nanotecnologia e a
biossintese de nanoparticulas de prata (AgNP), enfatizando sua imobilizagdo e
atividade antibacteriana. Por fim, discutiremos as aplicagdes das AgNP no
tratamento de agua. Visando contribuir para a compreensao das possibilidades

oferecidas pela nanotecnologia na melhoria da qualidade da agua.

2.1. Saneamento Basico

O saneamento basico e higiene inadequados sao recorrentes em paises em
desenvolvimento, cerca de 844 milhdes de pessoas em todo o mundo ainda nao
possuem acesso a agua potavel segura (Bharti et al., 2019), o que acarreta um
grande risco a saude humana devido a disseminagéao de doengas infecciosas (Bharti
et al., 2019; Wolf et al., 2018). Aproximadamente 50.000 mortes de criancas
menores de cinco anos (Wolf et al., 2018; Bhardwaj et al., 2021) sao referenciadas
anualmente em decorréncia de doencas disseminadas principalmente por
contaminagao de aguas de consumo humano (Mebrahtom et al., 2022). Portanto,
com o desafio do aumento populacional, a urbanizacdo n&do planejada e com a
pressao da producao de alimentos, a escassez de agua potavel pode chegar a 50 %
até o ano de 2025 (Fukuda et al., 2019; United Nations, 2023). Em acréscimo, cerca
de 2,4 bilhdes de pessoas serdo afetadas com a escassez de agua até 2050 (ONU,
2023). Deste modo, existe uma grande necessidade em se desenvolver tecnologias
inovadoras, sustentaveis e economicamente viaveis para o tratamento da agua
(Gilca et al., 2020; Laha et al., 2019).

Por ser um fator social e ambiental definitivo da saude publica, o saneamento

basico esta incluso entre os 17 Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) e
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nas 169 metas da Agenda 2030 proposta pela Organizagcdo das Nagdes Unidas
(ONU), que almejam solucionar problematicas mundiais como a pobreza, fome,
doencgas, desigualdades, degradacao ambiental, esgotamento de recursos naturais,
entre outras, até o ano de 2030 (UNICEF. WHO, 2017; Carvalho et al., 2020).

De acordo com a OMS/UNICEF (UNICEF. WHO, 2017) mais de 2 bilhdes de
pessoas nao possuem instalagcbes de saneamento basico adequadas (Kresch e
Schneider, 2020), e, desta maneira, o0 ODS 6 da Agenda 2030 almeja assegurar a
disponibilidade e gestdo sustentavel da agua e saneamento para todos. Este € um
dos maiores desafios globais de extrema relevancia e o seu cumprimento, podera
auxiliar no cumprimento das demais metas da Agenda, relacionadas a pobreza,
saude e educacgao (Carvalho et al., 2020).

O Brasil possui grandes dificuldades para atingir o ODS 6. De acordo com
Borelli (2020), no ano de 2019, cerca de 83,62% da populagdo teve acesso ao
servigo de tratamento de agua, 53,15% ao servigo de esgoto e 58,06% possuiam
tratamento de esgoto. Isso deixa mais de 40 milhdes de pessoas sem acesso a agua
potavel e mais de 100 milhdes sem tratamento adequado do esgoto. Em adigao,
ainda ha grande perda de agua durante a sua distribuicdo. Diante deste panorama,
parece improvavel que o Brasil cumpra o ODS 6 até o ano de 2030, uma vez que,
milhdes de pessoas ainda ndo tém acesso a agua tratada e a coleta de esgoto,

contribuindo para a poluicao e doengas no pais (Trata Brasil, 2020).

2.2. Doencgas disseminadas pela agua

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) afirma que doencgas que possuem
sua disseminagao pela agua como a colera, diarreia, gastroenterite viral, febre
tifoide, salmonella e giardiase, matam anualmente mais de 2 milhbes de pessoas
(Bhardwaj et al., 2021; WHO, 2022). De acordo com a portaria de consolidacdo MS
n° 5 do Ministério da Saude (Brasil Ministério da Saude, 2017) a agua disponivel
para consumo humano deve ser analisada quanto a auséncia de coliformes totais e
presenca de Escherichia coli em 100 ml. Quanto a bactéria Pseudomonas
aeruginosa que pode ser encontrada tanto em solo quanto na agua e matéria
organica em decomposigao, tem habilidades de adaptagdo em ambientes com baixa

quantidade de nutrientes, desta forma mesmo a espécie ndo sendo incluida na
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analise de rotina da qualidade de agua potavel, ainda & possivel encontrar o
microrganismo em abastecimentos publicos, fazendo parte da analise do controle de
agua para uso em piscinas (Guida et al., 2016; Anversa et al., 2019).

Dentro desse contexto, os agentes potencialmente patogénicos E.col,
referenciado como um dos principais organismos indicadores de contaminagéao fecal
além de uma das mais relevantes espécies do grupo de coliformes termotolerantes
(Bhardwaj et al., 2021).

Enquanto a P. aeruginosa, bactéria patogénica oportunista que vive na maior
parte das superficies, sendo amplamente encontrada na agua utilizando material
organico para sua alimentagdo e assim tendo potencial para causar infecgbes
generalizadas e sépticas gerando um resultado fatal ao hospedeiro (Sarangi, 2011),
sao agentes tratados a partir de processos de saneamento da agua pertencentes a
tecnologia atual com desinfetantes comuns como o cloro e didxido de cloro para
remogado dos microrganismos contaminantes, porém, também podem oxidar
contaminantes antropogénicos como a matéria organica da agua (Song et al., 2016).

A morfologia bacteriana influéncia na atividade antibacteriana de desinfecgao
devido a caracteristicas distintas atribuidas a composicdo da parede celular das
bactérias gram-positivas (por exemplo, Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus) e
gram-negativas (por exemplo, E. coli e P. aeruginosa). As bactérias gram-negativas
possuem uma parede celular de camada dupla quimicamente complexa, auxiliando
na interacdo para acessar nutrientes essenciais, porém possuindo menor resisténcia
mecanica, enquanto as bactérias gram-positivas apresentam uma parede celular de
camada unica comparativamente mais espessa facilitando sua sobrevivéncia em

condigdes adversas (Bahcelioglu et al., 2020; Song et al., 2016).

2.3. Nanotecnologia

Para a desinfecgdo da agua, a nanotecnologia oferece novas possibilidades
promissoras. As nanoparticulas (NP), definidas como materiais com uma ou mais
dimensdes variando entre 1 e 100 nm (ISO, 2015), tém sido amplamente
empregadas em diversos campos, como medicina, agricultura e meio ambiente
(Khan et al., 2021). Elas podem ser sintetizadas por duas abordagens principais:

"Top down" (sintese fisica) e "Bottom up" (sintese quimica e bioldgica), cada uma
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apresentando suas préprias vantagens e limitagdes (Ndaba et al., 2022).

A sintese fisica envolve a quebra de materiais a granel para obter NP,
permitindo uma producdo rapida, mas frequentemente resultando em altas
concentracdes de impurezas, tamanhos, formas variaveis e custos elevados (Harish
et al., 2023; Ndaba et al., 2022). Em contraste, os métodos de sintese quimica,
incluindo técnicas sol-gel, precipitacdo e hidrotérmicas, permitem um controle
preciso sobre o tamanho e a morfologia da NP, mas podem representar
preocupacdes de toxicidade ambiental devido ao uso de reagentes perigosos
(Ahmed et al., 2024).

2.4. Biossintese de nanoparticulas de prata (AgNP)

A sintese biologica de NP, também conhecida como sintese verde, tem
ganhado destaque recentemente devido a sua abordagem ecologica e custo
reduzido (Patar et al., 2022). Além disso, seus beneficios incluem baixa ou
inexistente toxicidade, reprodutibilidade do processo, facilidade na ampliacdo de
escala e a producado de formas bem definidas (Chopra et al., 2022 ; Singh et al.,
2020). Essa técnica utiliza organismos unicelulares ou pluricelulares, como
bactérias, actinobactérias, algas e fungos filamentosos (Ff), ou seus subprodutos,
como extratos, que tém sido amplamente relatados na literatura (Salem, 2023).

Os Ff sdao organismos promissores para a sintese biolégica de NP devido
principalmente a facilidade no cultivo e manutengdao em laboratério (Neethu et al.,
2019). Além disto, estes microrganismos apresentam elevada tolerancia e
capacidade em reduzir metais, incluindo os pesados a escalas nanométricas. As NP
geradas apresentam maior biocompatibilidade em comparagdo as NP comerciais
(Zainab et al., 2023; Sonawane et al., 2022). A sintese extracelular de AgNP por Ff,
ocorre pela exposi¢ao do filtrado fungico ao nitrato de prata (AgNO;) formando prata
basica (Ag®) em escala nanométrica (Ameen et al., 2023).

As NP de prata de origem fungica (bio-AgNP), sdo um dos nanomateriais
biogénicos mais produzidos, devido a sua reconhecida aplicagdo como agente
antibacteriano (Jeevanandam et al., 2022). A liberagao de ions de prata (Ag*) varia
com base em fatores como tamanho de particula, composi¢ao quimica, configuragao

de experimentos e condigbes da agua. No entanto, a liberacdo de Ag* afeta tanto o
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meio ambiente quanto a vida util do material (WHO, 2017; Rosa et al., 2016; USEPA,
2018).

2.5. Imobilizagao de AgNP

Todavia, as NP, incluindo as AgNP, apresentam uma tendéncia a
aglomeracdo. A aglomeragdo pode desencadear alteragdes nas propriedades
fisico-quimicas dos referidos compostos, podendo assim, interferir em suas
aplicagdes. Portanto, a imobilizacdo de AgNP e outras NP, impede a aglomeragéao e
viabiliza em muitos casos a sua reutilizagdo. Existem diversos materiais utilizados
como agentes imobilizantes, dentre eles o gel de alginato.

O alginato de soédio é referenciado como um excelente material para
imobilizagcdo, principalmente por ser um agente imobilizante isento de toxicidade
(Alavi e Rai, 2019). A imobilizacdo em alginato permite a obtengcdo de particulas
sélidas facilmente separaveis do meio reacional por filtragdo, sendo a principal
vantagem dos sistemas cataliticos heterogéneos e permitem aplicagdo em reatores
de leito fixo (PBR) para conversao continua de reagentes. Contudo, a principal
limitagdo da imobilizacdo em alginato e do uso de reatores de leito fixo € a
transferéncia de massa, a qual pode limitar a velocidade da reagéo (Pettignano et
al., 2019).

A utilizagdo de AgNP imobilizadas em alginato ou em outros agentes
imobilizantes é promissora para diversos processos de desinfecgcdo, incluindo o
associado a descontaminagdo de aguas para consumo humano contaminadas por
agentes patogénicos. O suporte imobilizante possui a fungéo de restringir a liberagao
de Ag' e, também, minimiza os potenciais efeitos nocivos associados a lixiviacdo de
AgNP coloidais em suspensdo nos cursos d'agua. Além disso, as propriedades das
AgNP sao mantidas por um maior tempo viabilizando assim, a sua reutilizagao
(Mazumder et al., 2019; Agnihotri et al., 2019).

2.6. Atividade antibacteriana das AgNP
Os ions de prata liberados pelas nanoparticulas de prata (AgNP) tém um
papel crucial na atividade antibacteriana. Em nanoparticulas com menos de 10 nm, a

atividade antibacteriana € principalmente atribuida a propria nanoparticula, enquanto
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em particulas maiores, o efeito predominante € mediado pelos ions de prata (Duran
et al., 2016; Corréa, 2024). Os principais alvos do material nanoestruturado foram
claramente identificados como a ruptura da membrana celular e a alteragdo do DNA,
sendo as espécies reativas de oxigénio (ROS) os principais agentes responsaveis
por esses efeitos (Duran et al., 2016).

Estes ions (Ag®) interagem diretamente com a membrana celular bacteriana,
que é carregada negativamente. Esta interagdo promove a acumulagdo das
nanoparticulas na superficie celular, causando alteragcbes na permeabilidade da
membrana plasmatica. As AgNP provocam a ruptura da membrana, comprometendo
a integridade celular e resultando na liberagdo de componentes intracelulares
essenciais (Tripathi e Goshisht, 2022; Agnihotri et al., 2019). Além disso, as AgNP
geram espécies reativas de oxigénio (ROS), como radicais de hidroxila (OH),
peréxido de hidrogénio (H,O,) e superdxido (O,), que induzem estresse oxidativo e
causam danos adicionais a célula, incluindo a deterioragao de proteinas e lipidios
(Bhardwaj et al., 2021; Mazumder et al., 2019).

Os Ag* também sao capazes de interagir com o DNA e proteinas bacterianas.
Eles interferem na replicacdo do DNA e na transcri¢do, além de desativar enzimas
essenciais, como a RNA polimerase e a DNA girase, e afetar a sintese proteica ao
modificar grupos funcionais de aminoacidos (Mumtaz et al., 2023). Este efeito
genotoxico € acompanhado pela inibicdo da transducédo de sinais e bloqueio de
processos celulares criticos, resultando na morte bacteriana.

Outrossim, as propriedades fisico-quimicas das AgNP, como tamanho, forma
e estabilidade, influenciam sua atividade antibacteriana. AgNP menores e com
formas especificas, como as triangulares, seguidas das esféricas mostraram maior
atividade bactericida em comparagao com outras formas (Liao et al., 2019 ; Mumtaz
et al., 2023).

Conforme o desafio apresentado, o efeito bactericida das AgNP é resultado
da combinacdo de sua interagcdo direta com a membrana celular bacteriana
interrompendo sua funcionalidade, e a produ¢do de ROS causando desnaturagao ou
dano de DNAs, RNAs e outras biomoléculas. Desta forma, as AgNP detém um

grande potencial ao serem aplicadas no controle de infeccbes microbianas e em
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sistemas associados ao tratamento de agua (Bhardwaj et al., 2021; Luukkonen et al.,
2022; Hu et al., 2021; Ko et al., 2021; Mazumder et al., 2019).

2.7. Aplicagao de AgNP no tratamento de agua

A toxicidade deste NM em sua forma sintética pode afetar ambientes
aquaticos, causando efeitos deletérios em diferentes niveis troficos (Agnihotri et al.,
2019), visto que a bioacessibilidade de Ag* coloidal € maior, apresentando assim
maiores riscos a saude a longo prazo (Rosa et al., 2016).

AgNP comerciais sdo frequentemente introduzidas no ambiente aquatico por
meio de efluentes industriais e estagcdes de tratamento de aguas residuais. Agéncias
reguladoras em todo o mundo tém sido desafiadas a regular o descarte de AgNP e
estabelecer concentragdes maximas permitidas no meio ambiente, alimentos e agua
potavel. O limite superior para prata na agua potavel é definido com um valor
maximo de 0,1 mg-I" nos EUA, Austrdlia e Suiga, enquanto a Alemanha e o Brasil
tém limites de 0,08 mg " e 0,05 mg I, respectivamente (WHO, 2011; Brasil
Ministério da Saude, 2006).

Em contrapartida, as AgNP de origem biologica (bio-AgNP) também
comegam a ser referenciadas como potenciais materiais a serem utilizados neste
segmento (Patar et al., 2022). Estudos recentes relacionados a utilizagdo de AgNP
em tratamento de aguas contaminadas por patdgenos reportam uma melhor
aplicabilidade em sistemas operados com este nanomaterial imobilizado em
diferentes suportes. Liu et al. (2021) otimizaram a tecnologia de ponto de uso (POU)
imobilizando AgNP comerciais em papel de filtro de celulose modificado com acido
lipdico. De acordo com os autores, os sistemas exibiram excelente atividade
bactericida contra E. coli e Staphylococcus aureus, sendo que a qualidade da agua
resultante atendeu aos padrées de agua potavel da OMS. Bharti et al. (2019)
utilizaram um reator de leito fixo (FBR) recheado com AgNP comerciais imobilizadas
em tubos capilares de vidro. A vazdo, densidade inicial de agente patogénico
contaminante e o volume do leito foram os paradmetros avaliados. Nas melhores
condicdes obtidas, este sistema provou ser altamente aplicavel para a desinfec¢ao
da agua da torneira para uma faixa de densidade especifica (10°-10° UFC-ml™) de E.
coli MTCC 443.
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Mazumder et al. (2019) estudaram AgNP biossintetizada por extratos da folha
de Ocimum sanctum (tulsi), imobilizada em superficie de vidro usando
(3-Aminopropil) trimetoxissilano (APTES), para o tratamento de agua contaminada
pela bactéria S. aureus na densidade inicial de 10° UFC-ml™. Ao término da
imobilizagdo, as AgNP apresentaram morfologia esférica e tamanho de 12,09 nm,
com otimas propriedades antibacterianas. Foi avaliada a possibilidade de
reutilizagdo da AgNP imobilizada, ja que o nanomaterial inibiu a sobrevivéncia
microbiana em até 80 % (determinado por DO) apés 2 h de tratamento. Esse
nanomaterial imobilizado foi lavado e, apds seco, reutilizado em novos ciclos para
avaliagcado de seu desempenho. No quinto ciclo, o material inibiu 50 % da atividade
bacteriana em virtude da liberagcdo lenta de ions de prata decorrente da
imobilizacdo. Os resultados mostraram potencial de reutilizacdo do nanomaterial,
tornando-o mais econdmico e sustentavel devido a sua origem bioldgica.

A crise de saneamento e a falta de acesso a agua potavel destacam a
urgéncia de solugdes inovadoras e sustentaveis para enfrentar os desafios de saude
publica e desenvolvimento sustentavel. A nanotecnologia, especialmente através
das AgNP, oferece um potencial significativo para a desinfec¢do da agua destinada
ao consumo humano. Métodos como a biossintese de nanomateriais proporcionam
uma abordagem ecolégica e econdmica, alinhando-se aos principios de
sustentabilidade. Vale ressaltar que a utilizagéo do sistema com reator ndo substitui
todas as fases de tratamento de agua; sua aplicagao foca na fase final, atualmente
realizada por cloro e dioxido de cloro, garantindo a eliminagdo de contaminantes
(Song et al., 2016). Contudo, € crucial equilibrar os beneficios da nanotecnologia
com a necessidade de mitigar impactos ambientais e assegurar regulamentagdes
adequadas. Portanto, o avanco e a integracdo de tecnologias como as bio-AgNP
imobilizadas em alginato aplicadas em um reator de leito fixo PBR s&o passos
significativos para melhorar o acesso a agua segura, além de contribuir para os

Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel.
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3. Objetivos
3.1. Geral
Implementar um reator de leito fixo empacotado com AgNP bioldgicas
imobilizadas em alginato de calcio para desinfeccdo de agua contaminada por
bactérias potencialmente patogénicas.
3.2. Especificos
e Biossintetizar as AgNP oriunda de fungo Aspergillus niger IBCLP20;
e Imobilizar, por encapsulacao, as AgNP IBCLP20 em alginato de calcio;
e Caracterizar fisico e quimicamente as AgNP biologicas, em sua forma coloidal
(bio-AgNP) e imobilizadas (bio-AgNPc);
e Avaliar a influéncia dos parametros operacionais (densidade do afluente,
temperatura, massa de catalisador, e vazao volumétrica) de um reator PBR
no processo continuo para tratamento de agua potavel;

e Analisar os dados obtidos estatisticamente.

4. Metodologia
4.1. Microrganismos

4.1.1. Fungos

A linhagem Aspergillus niger IBCLP20 pertencente a Colegdo de Cultura do
Laboratério de Micologia e Aplicagdes Biotecnoldgicas e Nanotecnologicas
(MICOBIONANOTEC - UNESP IB/CLP) foi isolada de sedimento marinho
proveniente da Baia do Araca, Sado Sebastido-SP. A manutencdo da linhagem
ocorreu utilizando meio de cultura batata dextrose agar (BDA) (Kasvi®), composi¢cao

final 39 g-I"*, sendo mantida a 4 °C e renovada mensalmente.

4.1.2. Bactérias

As bactérias gram-negativas potencialmente patogénicas Escherichia coli
IPT245 e Pseudomonas aeruginosa IPT365 foram cedidas pelo Instituto de Pesquisa
Tecnoldgica do Estado de Sao Paulo (IPT). Os microrganismos foram crescidos
“overnight” em meio de cultura Trypticase Soy Broth (TSB), composigéo final (g-1™"):
peptona bacteriolégica (17,0) (Exodo®), peptona de soja (3,0) (Himedia®), glicose
(2,0) (Exodo®), cloreto de sodio (5,0) (Exodo®), fosfato de dipotassio (2,0)
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(Exodo®). As culturas foram preservadas em dlicerol 60% e mantidas em
ultra-freezer a -80°C. Para os ensaios em reator, a densidade celular foi ajustada a
10* UFC-ml™, 10* UFC-ml™" e 10° UFC-mI™".

4.2. Biossintese

Cinco discos de 6 mm do fungo IBCLP20 previamente crescido em BDA
(Kasvi®) pelo periodo de 7 dias, foram transferidos para um frasco Erlenmeyer de
250 ml contendo 50 ml de meio de cultura extrato de malte, glicose, peptona e
extrato de levedura (MGLP) (composicédo final em g-I"): extrato de malte (3,0)
(Goldlab®), glicose (10,0) (Exodo®), extrato de levedura (3,0) (Goldlab®), peptona
bacteriologica (5,0) (Exodo®). O frasco Erlenmeyer foi incubado a 150 rpm, 30 °C
por 72 horas. A biomassa crescida foi filtrada e lavada com 300 ml de agua
deionizada estéril. Cerca de 5 g de biomassa umida foi transferida ao frasco
Erlenmeyer de 250 ml contendo 50 ml de agua deionizada estéril. O frasco
Erlenmeyer foi incubado a 150 rpm, 30 °C por 72 horas. Apds este periodo de
incubacao e nova filtragdo, um volume de 50 ml do filtrado foi transferido a um frasco
Erlenmeyer de 250 ml e adicionados 500 pl da solugéo de nitrato de prata (AgNO:s)
na concentracao inicial de 100 mM. Para o controle, o mesmo procedimento foi

adotado, contudo, com a biomassa autoclavada apés o crescimento em MGLP.

4.3. Encapsulagao com alginato de calcio

As microcapsulas foram obtidas por gelificagdo ionotropica com gel alginato
de calcio de acordo com Pereira et al. (2019) e Pereira et al. (2018). A solugao do
biopolimero foi preparada solubilizando 4 % (p/v) de alginato de sddio (Exodo®) em
12 ml de bio-AgNP. Posteriormente, a solugdo de biopolimero (100 ml) foi gotejada
em 100 ml de uma solugé&o aquosa de cloreto de caélcio (0,14 M) com auxilio de uma
bomba peristaltica (MS Tecnopon®, modelo LAP-101-3) em temperatura ambiente.
O sistema foi mantido sob agitagcado magnética (200 rpm) por 1 min. Apds 0 processo
de gelificagdo, as microcapsulas de alginato de calcio contendo nanoparticulas de
prata biolégicas imobilizadas (bio-AgNP,c) foram filtradas utilizando uma bomba a
vacuo 5005 (Nevoni®).
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4.4. Deteccgao e caracterizagao das AgNP na forma coloidal (bio-AgNP) e
encapsuladas (bio-AgNP )

Todas as analises de detecgao e caracterizagao das bio-AgNP e bio-AgNP ¢
foram realizadas no Instituto SisNANO-USP: Nanotecnologias em saude, meio
ambiente e energia.

4.4.1. UV-visivel (UV-vis)

A deteccao da AgNP IBCLP20 (bio-AgNP) foi feita com auxilio de um
espectrofotometro UV-vis (U-2000 Hitachi) no intervalo de comprimento de onda de
200-800 nm.

4.4.2. Andlise de tamanho de particula e distribuicao das AgNP

As caracteristicas principais para a utilizagdo das NPs foram analisadas no
equipamento Dynamic Light Scattering (Zetasizer Nano, ZS90). A determinagao do
tamanho hidrodinadmico foi realizada por Espalhamento Dinamico de Luz (DLS), a de

carga pelo Potencial Zeta (PC) e a aglomeragéao pelo indice de polidispersao (PDI).

4.4.3. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

A caracterizagdo morfolégica e medida do diametro das bio-AgNP foram
realizadas empregando a técnica de microscopia eletronica de transmissao (LEO
906E, Zeiss, Alemanha). As amostras de bio-AgNP foram depositadas por
gotejamento em grades de cobre revestidas de carbono (tamanho de malha de 40
gm x 40 ym). As amostras foram secas durante 2 horas e as medigdbes MET foram
realizadas em um microscopio eletrénico JEOL operado a uma tensao de aceleragao
a 120 kV.

4.4.4. Espectroscopia de fluorescéncia de raios X por dispersao de
energia (ED-XRF)

Os espectros a partir da espectroscopia de fluorescéncia de raios X por
dispersdo de energia (ED-XRF) foram obtidos em um modelo EDX-720 (Shimadzu,
Japao). O equipamento é composto por um tubo Rh, tensao de 15-50 kV, corrente
variavel de 1-1000 UA e um detector semicondutor de Si(Li) resfriado a temperatura
de nitrogénio liquido. Utilizando um porta-amostras de polietileno de 7 mm de

didmetro, posicionado sobre um filme fino especial de poliestireno (Mylar®), foi
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incorporado um volume de 200 yl de amostra. Para amostras solidas, foi utilizada
uma massa de 1 mg. Os porta-amostras foram acomodados em um carrossel com
operacao automatica programavel. As determinagdes qualitativas foram obtidas por
meio de valores de intensidade relativos aos espectros de fluorescéncia,
caracteristicos dos elementos quimicos que compdem a amostra, em percentagem

por massa.
4.5. Implementacgao do reator de leito fixo empacotado com bio-AgNP ¢

4.5.1. Reator de leito fixo (PBR)

O reator de leito fixo (PBR) (Fig. 1) foi construido em vidro de borossilicato
com didametro e comprimento nominais de 1,2 e 20 cm, respectivamente. O leito foi
preenchido a 100% (17,5 g), 75% (13,125 g) ou 50% (8,75 g), pesagens realizadas
na balanga analitica (Sigma-Aldrich), com (a) AgNP fungicas encapsuladas em
alginato de calcio (bio-AgNP,c); (b) AgNO; encapsulado em alginato como controle
positivo; (c) alginato e (d) pérolas de vidro como controles negativos. O
preenchimento de 100% do leito contou com 25 pérolas de vidro estéreis na parte
inferior, 17,5 g do material encapsulado e 35 pérolas de vidro estéreis na parte

superior.
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Figura 1. Estrutura do reator de leito fixo (PBR): (1) Afluente; (2) bomba peristaltica; (3) entrada do
afluente; (4) Leito fixo preenchido com encapsulados (Alginato, bio-AgNP,c, AgNO;, ou Pérolas de
vidro); (5) retirada da amostra; (6) entrada de agua do banho termostatizado; (7) saida de agua do

banho termostatizado.

A alimentagdo do reator pelo afluente (agua contaminada com bactéria
potencialmente patogénicas, Escherichia coli IPT245 ou Pseudomonas aeruginosa
IPT365) foi mantida em banho maria em condi¢cao 6tima de temperatura de 37 °C e
feita em fluxo ascendente por meio de uma tubulagcdo de silicone (0,5 cm de
didametro) até a entrada do reator PBR com o auxilio de uma bomba peristaltica. E
pela saida superior do reator PBR foram realizadas as coletas das amostras
(efluente) a cada hora por um periodo de 8 horas, em triplicata da amostragem.

As amostras do efluente foram analisadas por meio de contagem de colbnias
crescidas em placas com meio Trypticase Soy Agar (TSA) composigao final (g-1™):
agar (15,0) (Exodo®), peptona bacteriolégica (15,0) (Exodo®), peptona de soja (5,0)
(Himedia®), cloreto de sddio (5,0) (Exodo®), apos 24 horas.

A temperatura do processo foi controlada no reator por uma jaqueta térmica
mediante circulagdo de agua oriunda de um banho termostatizado. As extremidades

(entrada e saida) do reator foram equipadas por bandejas de distribuicdo usinadas
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em material Teflon® visando homogeneizar a disperséo radial do afluente através do

leito do reator.
4.5.2 Avaliagao dos parametros operacionais em PBR

Para a implementagcdo do processo continuo para desinfecgdo de agua
contaminada, foram avaliados os parametros de concentragdo do afluente (agua
contaminada nas densidades de 10° UFC-mlI™,10* UFC-mI”" e 10° UFC-ml™),
temperatura operacional do processo (25 °C, 30 °C, 37 °C e 40 °C), massa de
catalisador (50 %, 75 % e 100 %), e vazéo volumétrica de alimentacao (1,0 ml-min™,
4,0 ml'min™, 7,0 mI'min™ e 10,0 mlI'-min™), parametro utilizado previamente nos
estudos de Cruz et al., 2022 e Cardoso, 2023. Foram determinados como padrbes
os parametros de 10°® UFC-ml™*; 37 °C; 100 % (17,5 g); e 4,0 mI'min™', tendo a

variagéo do parametro avaliado.
4.5.3 Ensaios de estabilidade operacional

Os testes de estabilidade operacional foram realizados no reator operado em
modo continuo. Para isso, o reator PBR foi empacotado com bio-AgNP,¢ (didmetro
das esferas de alginato definido) e o processo foi conduzido conforme as melhores
condigdes experimentais selecionadas no item 4.5.2. Nos ensaios de estabilidade

operacional, foram monitoradas as atividades antibacterianas.

4.6. Analise dos dados

A atividade antibacteriana dos compostos foi analisada estatisticamente
conforme USEPA (2002) no programa GraphPad Prism software v10.1.1 (270), com
aplicagao de teste t, apds prévia avaliacdo dos pressupostos de normalidade pelo
teste de Shapiro Wilk e homocedasticidade pelo teste F. Além do teste de Tukey

com intervalo de confianga de 95 %, para analise dos pares de médias.

5. Resultados e discusséo
5.1. Biossintese e caracterizagao das bio-AgNP e bio-AgNP ¢
A biossintese das AgNP foi realizada utilizando o fungo Aspergillus niger

IBCLP20 (Figura 2a). As bio-AgNP obtidas apresentaram coloragao castanha
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(Figura 2b), estando de acordo com Ameen et al. (2023) e Ottoni et al. (2017), que
indicaram a coloragdo como o primeiro indicio de formacdo de AgNP, além disso
através da espectrometria ultravioleta-visivel (UV-vis) é identificada a regidao de
ressonancia plasménica de superficie (SPR) compreendida na regidao de 400-450

nm, como indicado na Figura 3.

Figura 2. Fungo Aspergillus niger IBCLP20 utilizado para a biossintese de AgNP (a); bio-AgNP
obtidas apds a incubagao do extrato do fungo IBCLP20 na presenga de AgNO; (b).

Utilizando um espectrometro UV-visivel a SPR das bio-AgNP foi determinada
em 433 nm. Este comprimento de onda corresponde a regido em que os elétrons da
superficie das AgNP sao excitados. A intensidade da banda SPR e o comprimento

de onda estao associados ao tamanho e a forma das NP (Loza et al., 2020).
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Figura 3. llustragdo do primeiro indicio de formagdo da nanoparticula através das técnicas de
espectrometria UV-visivel (UV-vis), espalhamento dindmico de luz (DLS) e microscopia eletrénica de
transmissao (MET) (adaptado de Zwar et al., 2021).

Com relacdo a forma e tamanho das bio-AgNP, utilizando um microscopio
eletrénico de transmissdo (MET), foi possivel identificar o formato esférico e
tamanho médio compreendido entre 37,4 + 67,4 nm (Figura 4).

Figura 4. Micrografia de microscopia eletronica de transmissdo (MET) de NP metalicas em

suspensao, com AgNP micogénicas sintetizadas pelo Aspergillus niger IBCLP20. Escala: 200 nm.

Os resultados dos demais parametros de caracterizagdo, espalhamento
dindmico de luz (DLS), potencial zeta (P(), e o indice de polidispersédo (PDI) séo

apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Caracterizagdo das bio-AgNP.

AgNP DLS Absorbancia
PZ (mV) PDI
origem (nm) (nm)
IBCLP20 80,5 -38,56 0,215 433

A caracterizagdo de nanomateriais € muito importante para a aplicabilidade
biotecnologica, além de validar a metodologia aplicada durante o processo de
sintese, pois dependendo das caracteristicas fisico-quimicas como morfologia,
tamanho e carga podem ter propriedades diferentes (Loza et al., 2020). O
espalhamento dindmico de luz apresentou o tamanho hidrodinamico de 80 nm das
bio-AgNP em dispersédo, sendo complementado pelo MET, ja que o DLS apesar de
mostrar o tamanho do NM, por ser medido em solugcdo pode acabar mensurando
aglomeracgdes, portanto com o MET, que mede o NM sdlido acaba mostrando o
tamanho do nucleo dando uma maior precisdo da escala nanométrica das NP
(Ndaba et al., 2022; Ameen et al., 2023).

A distribuicdo dos tamanhos de NP mensurada pelo PDI classifica as
particulas entre monodispersas quando o valor obtido € mais proximo a 0 e
polidispersa quando os valores sao proximos a 1,0. As bio-AgNP utilizadas neste
estudo possuem um indice de 0,215. Deste modo, foram classificadas como
monodispersas. Outro importante parametro avaliado foi o P, que indicou o valor de
-38,56 mV para o NM bioldgico. O P € um indicador da estabilidade quimica da NP,
por definicdo, valores superiores a +30 mV ou inferiores a -30 mV referenciados
como um indicativo de maior estabilidade. A estabilidade das NP é comprometida
por interagbes fisicas que desencadeiam a agregacao, alterando assim, o seu
tamanho (Phan e Haes, 2019). As NP biolégicas possuem agentes estabilizantes,
constituidos por biomoléculas que lhes conferem uma menor tendéncia a agregacéao
e, por consequéncia, um aumento em sua estabilidade (Phan e Haes, 2019; Sardar
e Mazumder, 2019; Arroyo et al., 2020). Deste modo, as bio-AgNP apresentaram
comprovada estabilidade o que reduz a possibilidade de aglomeragdo devido a
repulsdo das cargas (Ameen et al., 2023; Ndaba et al., 2022).
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Junto a isso, a imobilizagdo de nanoparticulas como as AgNP evita a
aglomeracao e permite sua reutilizagédo (Mazumder et al., 2019;). A Tabela 2 mostra
a concentragao de Ag (%) presente na solugéo coloidal de bio-AgNP e bio-AgNP ¢
(encapsulada em alginato). Os resultados indicam que a bio-AgNP,. apresenta um
teor de prata de 92 mg-I"', uma concentragdo média obtida pela avaliagdo de cinco
esferas. Embora a ED-XRF forneca uma analise confidvel e ndo destrutiva, sua
capacidade de distinguir entre formas metalicas e ibnicas de prata € limitada
(Bolewski et al., 2020; Khan et al., 2021). Isso significa que a presenca de prata na
solugdo pode incluir tanto nanoparticulas de prata (AgNP) quanto ions de prata
(Ag*), e métodos adicionais s&o necessarios para uma avaliagdo mais detalhada da

dissolugcédo das AgNP em ions Ag®.

Tabela 2. Determinacédo da concentracdo de prata na solucdo coloidal de bio-AgNP e bio-AgNP ¢

usando a técnica de espectroscopia de fluorescéncia de raios X por dispersdo de energia (ED-XRF).

Solugao coloidal em ED-XRF Esferas liofilizadas (média de 5)

Absorbancia ED-XRF Concentragcao Correcao de Concentragcao ED-XRF

(nm) (Ag %) (mg-I") (mg-I") (Ag %)

420 95 100 95 92

421 87 90 87

418 66 75 66

418 46 50 46

417 19 25 19

417 6 10 6

417 0,6 1 0,6

Contudo, o uso de AgNP imobilizada, especialmente em materiais como
alginato, mostra-se promissor em processos de desinfecg¢do, além da imobilizagao
poder ajudar a controlar a liberagdo de ions Ag*, reduzindo o dano potencial do
AgNP disperso. Esta abordagem também preserva as propriedades das AgNP por
longos periodos, facilitando seus multiplos usos (Alavi e Rai, 2019; Agnihotri et al.,
2019). Ja que, a toxicidade das AgNP esta diretamente relacionada ao tamanho,
forma e superficie de contato (Ottoni et al., 2020; da Silva et al., 2022; Rajan et al.,
2022).
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5.2. Implementacgao do reator de leito fixo empacotado com bio-AgNP ¢

A Figura 5 apresenta as AgNP encapsuladas em gel de alginato (bio-AgNP,¢)
conforme protocolo descrito no item 4.3. Sendo uma bio-AgNP,: pesando = 40 mg e

com tamanho médio de didmetro de 3 mm.

Figura 5. Esferas de bio-AgNPc.

Nos testes realizados, o controle negativo (alginato) manteve as densidades
iniciais constantes, comprovando a nao toxicidade do agente imobilizante, alginato
de calcio, contra as bactérias potencialmente patogénicas, E. coli IPT245 e P.
aeruginosa IPT365, corroborando com estudo prévio descrito por Alavi e Rai (2019)
que destaca a biocompatibilidade do polimero e a sua baixa toxicidade. Em
acréscimo, Ching e Bhandari (2017) e Kumar et al. (2014) destacaram outras
caracteristicas importantes associadas ao alginato, como biodegradabilidade e maior
estabilidade. Desta forma, o uso do material encapsulado ndo comprometeu a
sobrevivéncia bacteriana e, também, ndo alterou a funcionalidade das AgNP
(Gongalves et al., 2016).

5.2.1. Influéncia da densidade do afluente
Os testes iniciais avaliaram a densidade do afluente sendo um parametro que
depende da densidade celular das bactérias para melhor atividade antibacteriana da

bio-AgNPc assim como demonstrado no estudo de Ndaba et al. (2022).
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Na menor densidade celular testada (10° UFC-ml™), é possivel observar nas
Figuras 6a e 7a, que a bio-AgNP,¢ teve efeito bactericida em ambas as bactérias,
mostrando boa aplicabilidade do NM durante as 8 h de exposigao.

Na densidade celular de 10* UFC-ml" a bio-AgNP,. apresentou maiores
atividades antibacterianas pelo periodo de 8 h contra a E. coli IPT245 comparada
com a P. aeruginosa IPT365. Na Figura 6b, é possivel observar que o NM teve efeito
bactericida apdés 1 h de exposigdo, e manteve a bactéria E.coli com a densidade
celular abaixo de 10* UFC-ml”" nas demais horas de amostragem, sendo 103
UFC-ml™ nas horas 2, 3, 4 e 8; e 10°UFC-ml™ em 5, 6 e 7 horas de amostragem, o
AgNO; manteve a bactéria com densidades em 10° UFC-ml™ durante as 8 h de
experimento, com diferengas estatisticas tanto da bio-AgNP,: quanto do precursor
(AgNO;) em relagao ao controle. J& com a P. aeruginosa IPT365 (Figura 7b) que se
mostra mais resistente que a E. coli IPT245 (Nawaz et al., 2012), as bio-AgNP ¢ ndo
apresentaram atividade antibacteriana na 1 h de amostragem, mantiveram a
densidade celular em 10?2 UFC-ml™* na 2 hora e em altas densidades de 10° UFC-ml™"
nas demais horas, entretanto apresentou maior atividade antibacteriana em
comparagdo ao seu precursor AgNO; que manteve o microrganismo em 10°
UFC-ml™ nas amostragens de 3, 6, 7 e 8 h porém nas demais amostragens (1, 2,4 e
5 h) a bactéria se manteve em 10* UFC-ml". Todavia, o agente imobilizante,
alginato, apresentou diferenca estatistica em relagdo ao controle feito com pérolas
de vidro, isso por conta da possibilidade de formacdo de biofilme nas esferas de
pérolas de vidro utilizadas utilizadas, diminuindo a densidade celular para 10°
UFC-mlI™ nas amostragens de 6, 7 e 8 h, caracteristica da bactéria P. aeruginosa
citada em diversos estudos (Thi et al., 2020 ; Vetriveli et al., 2021) e junto a isso 0s
reatores bioldgicos que possuem alta capacidade de adesdao dos microrganismos,
sendo necessarias aplicagdes adequadas de limpeza para remog¢ao da formagao de
biofilme (Kassab et al., 2010). Além disso, o alginato de calcio (C;,H,Ca0;,), possui
uma alta disponibilidade de carbono, que pode ter sido utilizado como fonte de
energia para as bactérias (Figuras 6a e 7b) fazendo com que houvesse maior
sobrevivéncia celular no alginato em comparagado ao controle (Alotaibi e Bukhari,
2021; Kivilcimdan e Yildiz, 2016).
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Figura 6. Avaliagcdo da aplicabilidade do reator PBR preenchido a 100 % com pérolas de vidro no
controle (o), Alginato (m), bio-AgNP,c (A), ou AgNO: (V) operado a 37 °C e fluxo continuo de 4,0
ml-min~' para a descontaminagdo de Escherichia coli IPT245 na densidade de 10° UFC-mlI™ (a); 10*
UFC-ml™ (b); e 10° UFC-ml™ (c).
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Conforme apresentado nas Figuras 6¢ e 7c tanto com a E. coli IPT245 quanto
P. aeruginosa IPT365 ocorreu alta sobrevivéncia celular na densidade de 10°
UFC-ml™" independente do composto a que foram expostas, sendo a densidade de
entrada de 1 x 10° UFC-ml™* em ambas as bactérias. As densidades apds 1 h de
exposicdo se mantiveram em 10° UFC-ml™, exceto com AgNO; que as bactérias
tiveram a densidade celular em 10* UFC-ml" tendo assim, maior toxicidade em
relagéo a bio-AgNP,.. E apds 4 h de exposig¢éo, a densidade celular ultrapassou 10°
UFC-ml™ em ambas as bactérias testadas. Todavia, mesmo o AgNO: apresentando
maior toxicidade na primeira hora, nao foi observada diferenca estatistica em relacao
ao controle em nenhum dos compostos (Alginato, bio-AgNP,c, AGNOs).

A sobrevivéncia bacteriana foi observada mesmo na presenga de AgNO;. Isso
pode ter ocorrido devido a concentragcdo de Ag® disponivel estar abaixo do
necessario para inibir a sobrevivéncia celular bacteriana em 10° UFC-ml™, e/ou
devido a temperatura de 37 °C utilizada no experimento, e considerada ideal para a
sobrevivéncia de ambas as bactérias estudadas. Embora a concentragcdo de Ag* nas
esferas tenha sido determinada em 92 mg-I™* (conforme resultados do ED-XRF), a
liberagdo de Ag® foi gradual, caracteristica do agente imobilizante utilizado. Dessa
forma, sdo necessarias densidades mais elevadas de prata para alcangar um efeito
bactericida na maior densidade testada (Agnihotri et al., 2019; Oe et al., 2023).

Comparando com outros estudos, como o de Zarei et al. (2014), que
determinaram uma concentragcao bactericida minima (CBM) de 6,25 mg-I"* de Ag*
para bactérias gram-negativas em densidades de 10° a 10° UFC-ml™, e Li et al.
(2010), que indicaram que 10 mg:I" de AgNPs poderiam inibir totalmente a
sobrevivéncia de 10" UFC/mL de E. coli, fica claro que a concentragdo de prata
disponivel no presente estudo pode ndo ter atingido o minimo necessario para

alcancar o efeito bactericida em densidades mais elevadas.
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Figura 7. Avaliagdo da aplicabilidade do reator PBR preenchido a 100 % com pérolas de vidro no
controle (o), Alginato (m), bio-AgNPc (A ), ou AgNO:s (V) operado a 37 °C e fluxo continuo de 4,0
ml-min~ para a descontaminagdo de Pseudomonas aeruginosa IPT365 na densidade de 10°
UFC-mlI™ (a); 10* UFC-mlI™* (b); e 10° UFC-mlI™ (c).
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Além disso, Li et al. (2017) mostraram que ions de prata tém uma maior
atividade antibacteriana comparada as AgNP, com concentragdes inibitorias minimas
(CIM) de 0,5 mg-ml™" para E. coli e 1 mg-ml™ para P. aeruginosa, em densidades
iniciais de 10° UFC-ml™.

Portanto, a aplicabilidade das AgNP depende de varios fatores como a
morfologia da NP, a concentracdo de Ag*, vazao utilizada, temperatura, e a
densidade do microrganismo (Bahcelioglu et al., 2020). Desta forma, mesmo a faixa
utilizada por muitos estudos sendo de 10° - 10®* UFC-ml™ (Tan et al., 2018; Hong et
al., 2016; Zhang et al., 2016), em maiores densidades celulares do microrganismo,
as AgNP comegcam a perder sua grande taxa de inibicdo de sobrevivéncia do
microrganismo, principalmente de bactérias (Bahcelioglu et al., 2020). Sendo assim,
a utilizagdo da bio-AgNP,c na descontaminagédo das bactérias E. coli IPT245 e P.
aeruginosa IPT365 a 10°® UFC-ml™ é aplicavel ja que além do efeito bactericida
ocorrer em 8 h de funcionamento do processo continuo ainda € uma densidade
celular acima do imposto pelas regulamentagdes vigentes.

Em aguas contaminadas, a densidade média de E. coli e P. aeruginosa pode
variar significativamente, refletindo diferentes niveis de poluigdo e aplicabilidade dos
sistemas de tratamento. Segundo a Portaria GM/MS N° 888 (Brasil Ministério da
Saude, 2021), os sistemas de abastecimento de agua devem monitorar
mensalmente a presenga de E. coli. Caso a média geométrica movel dos ultimos 12
meses seja igual ou superior a 1 x 10° UFC em 100 ml, é necessario avaliar a
eficiéncia da Estagdo de Tratamento de Agua (ETA) com monitoramento semanal de
esporos de bactérias aerdbias.

Desta forma, a escolha da densidade de 10* UFC-ml™* como valor fixo para os
parametros avaliados no reator PBR se baseia na necessidade de garantir que o
sistema seja aplicavel para na remogao de bactérias potencialmente patogénicas,
conforme exigido por regulamentacdes vigentes. Esta densidade serve como um
ponto de referéncia critico para avaliar a aplicabilidade dos processos de tratamento
e garantir a qualidade da agua tratada, alinhando-se com as normas estabelecidas

para a seguranga publica e controle de qualidade da agua.
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5.2.2. Temperatura operacional

O parametro de temperatura operacional foi testado em 25 °C, 30 °C, 37 °C e
40 °C, durante o periodo de 8 h de experimento. De acordo com as Figuras de 8 e 9,
em todas as temperaturas avaliadas a sobrevivéncia microbiana de ambas as
bactérias se manteve constante nos controles pérolas de vidro e alginato e as
bio-AgNP,. e AgNO,; mantiveram a atividade bactericida durante todo o periodo de
realizacao dos ensaios.

Segundo Ohshima et al. (2002) muito embora a temperatura de 37 °C seja
considerada Otima para muitas bactérias, esses microrganismos possuem uma
excelente tolerancia & variagdo da temperatura. E reportado que temperaturas de 8
°C promovem apenas a sobrevivéncia minima deste microrganismos enquanto a
temperatura de 44 °C é considerada o limite maximo para sobrevivéncia exponencial
e 50 °C promove fragilidade em E. coli (Bhardwaj et al., 2021; Moon et al., 2023). E
junto a isto, alguns estudos afirmam que a atividade antibacteriana das AgNP
depende da temperatura em que sao testadas, com aumento da propriedade de
atividade antibacteriana em maiores temperaturas (Tartanson et al., 2014; Song et
al., 2016; Zhang et al., 2016). Apesar das bactérias possuirem mecanismos como
implementagdo de acidos graxos mais saturados nos fosfolipidios nas membranas
celulares para manterem suas caracteristicas independente da variagcdo da
temperatura (Ohshima et al., 2002; Moon et al., 2023), a atividade antibacteriana das

bio-AgNP,c continuou sendo observada mesmo em diferentes temperaturas.
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Figura 8. Avaliagcao da aplicabilidade do reator PBR preenchido a 100 % com pérolas de vidro no controle (e), Alginato (m), bio-AgNPc (A ), ou AgNOs (V)
operado em 25 °C (a); 30 °C (b); 37 °C (c); e 40 °C (d), fluxo continuo de 4,0 ml-min™" para a descontaminagao de Escherichia coli IPT245 na densidade de
10° UFC-ml™
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Figura 9. Avaliacao da aplicabilidade do reator PBR preenchido a 100 % com pérolas de vidro no controle (e), Alginato (m), bio-AgNPc (A ), ou AgNOs (V)
operado em 25 °C (a); 30 °C (b); 37 °C (c); e 40 °C (d), fluxo continuo de 4,0 mlI-min™ para a descontaminagao de Pseudomonas aeruginosa IPT365 na
densidade de 10°® UFC-ml™.
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Apesar da temperatura elevada da agua aumentar a atividade antibacteriana
de materiais contendo Ag®, outros fatores como a turbidez e pH podem alterar os
efeitos antibacterianos. Song et al. (2016) e Zhang et al. (2016) realizaram estudos
sobre o efeito do pH no desempenho antibacteriano, verificou-se que a temperatura
influencia a atividade antibacteriana; ja que temperaturas mais altas reduziram o
tempo necessario para a completa remocado bacteriana, todavia, os demais
parametros precisam ser levados em consideracdo pois podem afetar o efeito
antibacteriano do composto.

Desta forma, deve ser realizado maiores estudos em torno deste parametro
para assim determinar a melhor temperatura para aplicagao industrial, levando em

consideragao o aumento de escala.

5.2.3. Massa de catalisador

No parametro de massa de catalisador os microrganismos com densidade
celular de 10° UFC-ml™ foram expostos a quantidades de 8, 75 g (50%); 13,125 g
(75%); e 17,5 g (100%) de bio-AgNP,c para avaliar a capacidade antibacteriana da
bionanoparticula dependendo da quantidade de NM que as bactérias sdo expostas,
pois na literatura existem controvérsias se a maior disponibilidade de Ag® no meio
aumenta a atividade antibacteriana das AgNP (Song et al., 2016; Strabryla et al.,
2018; Liao et al., 2019).

A densidade de entrada em todos os compostos das duas bactérias foi de 103
UFC-ml™, todavia, na massa de 100 % do alginato para E. coli IPT245 (Figura 10c) a
entrada foi de 8 x 10° UFC-ml™ e por conta da elevada densidade na entrada do
reator manteve ao longo do experimento elevadas densidades da bactéria e tendo
assim diferencga estatistica em comparagao ao controle com pérolas de vidro que
tiveram a densidade de entrada em 2 x 10° UFC-ml™".

Os resultados apresentados na Figura 10 estdo de acordo com o estudo de
Doganay et al. (2019), em que mesmo com a exposigao a menores quantidades (50
% e 75 %) de bio-AgNP,c, 0 nanomaterial continuou apresentando efeito bactericida
apos a 2 h de exposigédo, com sobrevivéncia celular de 10> UFC-ml™ na amostragem

de 1 h e 2 h nas duas quantidades testadas, por outro lado na maior quantidade da
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massa de catalisador de 17,5 g (Figura 10c) o NM apresentou efeito bactericida
durante as 8 h de exposi¢do. O precursor AQNO; apresentou uma atividade similar
quando exposto com 50 e 75 % de sua massa a E. coli IPT245, tendo um efeito
bactericida apds a 1 h de exposi¢cao e durante as 8 h na maior quantidade de massa
(17,5 g).

A bactéria P. aeruginosa IPT365 se mostrou mais resistente quando exposta a
menor quantidade de massa (Figura 11a), tendo sobrevivéncia celular de 10?
UFC-ml™ até a 4 h de exposi¢ao a bio-AgNP,c e até a 6 h quando exposta a AgNO;,
com efeito bactericida apenas nas ultimas horas de exposicdo aos compostos,
podendo ter sido por conta da caracteristica do alginato em controlar a liberagéo do
composto imobilizado, possuindo assim uma menor quantidade de Ag* e bio-AgNP
disponiveis (Agnihotri et al., 2019 ; Oe et al., 2023). Ja na figura 11b, a bio-AgNP ¢
nao teve atividade antibacteriana contra a P. aeruginosa IPT365 apés 1 h de
exposicao, apds 2 h a bactéria teve a densidade celular avaliada em 10> UFC-ml™,
por fim da 3 a 8 h de exposi¢cao o NM teve efeito bactericida. Desta forma, estando
de acordo com o estudo de Tan et al. (2018) em que a maior quantidade de AgNP,
como mostra na Figura 11c, teve maior atividade antibacteriana, tendo efeito
bactericida durante as 8 h de exposigao.

Vérios estudos examinaram o parametro da quantidade de Ag* e AgNP
disponivel no meio, com concentragdes de Ag® variando de 0,01 a 5 % em peso
(El-Aassar et al., 2013; Hong et al., 2016; Song et al., 2016; Zhang et al., 2016; Roy
et al., 2017; Tan et al., 2018; Doganay et al., 2019). Com uso de diferentes materiais,
sendo alguns indicando que o aumento da concentragdo de Ag® néo afetou
significativamente os didmetros das zonas de inibicdo (Roy et al.; 2017; Doganay et
al., 2019). Enquanto outros (El-Aassar et al., 2013; Tan et al., 2018) descobriram que
o aumento da concentragao de Ag* levou a maiores diametros da zona de inibigao.

Existem pontos de vista conflitantes sobre o efeito da concentragéo de Ag* no
desempenho da desinfecgdo. Consequentemente, a relagdo entre a concentragao
de Ag' e a taxa da desinfecgdo precisa ser elucidada, e os possiveis efeitos

combinados com outros parametros requerem mais exploragéo.
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Figura 10. Avaliacdo da aplicabilidade do reator PBR preenchido em 50 % (a); 75 % (b); € 100 % (c)
com pérolas de vidro no controle (e), Alginato (m), bio-AgNP,: (A ), ou AgNO: (V) operado a 37 °C e
fluxo continuo de 4,0 ml-min™ para a descontaminagéo de Escherichia coli IPT245 na densidade de
10 UFC-ml™.
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Figura 11. Avaliacdo da aplicabilidade do reator PBR preenchido em 50 % (a); 75 % (b); € 100 % (c)
com pérolas de vidro no controle (e), Alginato (m), bio-AgNP,: (A), ou AgNO: (V) operado a 37 °C e
fluxo continuo de 4,0 mlI-min™ para a descontaminagdo de Pseudomonas aeruginosa |IPT365 na
densidade de 10° UFC-mI™.
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Todavia, com os resultados obtidos € possivel afirmar que com a aplicacdo do
processo continuo a atividade bactericida contra E. coli IPT245 ocorre a partir de 3 h
de operacéao do reator PBR enquanto para P. aeruginosa IPT365 seria a partir de 6 h
de operagdo mesmo com uma menor quantidade de massa de catalisador no

preenchimento do leito do reator PBR.

5.2.4. Vazao volumétrica de alimentagao

O parametro de vazao volumétrica foi realizado com as vazdes de 1,0 ; 4,0 ;
7,0 e 10,0 mI'min™", com a verificacdo sendo realizada a cada 30 minutos durante o
periodo de 8 h de experimento. Sendo um parametro importante para avaliagdo da
aplicabilidade da bio-AgNP,. dependendo do tempo de exposicdo que a agua
contaminada tem com o nanomaterial encapsulado em alginato.

As densidades de entrada dos microrganismos testados foi de 10° UFC-ml™.
Na vazao de 1,0 ml-min™ (Figura 12a) a bio-AgNP,. apresentou efeito bactericida
contra a bactéria E.coli IPT245 durante praticamente as 8 h de experimento, com
sobrevivéncia bacteriana minimo na 6 h de amostragem de 33 UFC-ml™,
demonstrando maior atividade antibacteriana do que o nitrato de prata em que foi
possivel observar sobrevivéncia celular em 102 UFC-ml™* na 4 e 5 h de amostragem,
reforcando a hipotese apresentada pelo estudo de Duran et al. (2016), de que nao é
apenas os ions de prata que agem contra os microrganismo tendo influéncia
também das AgNP. Ja com a P. aeruginosa IPT365 na mesma vazao (1,0 ml-min")
apresentada na figura 13a, a bio-AgNP,c apresentou efeito bactericida apds 5 h de
operacao do reator PBR, com sobrevivéncia celular da bactéria em 102 UFC-ml™ na
1 a 4 h de amostragem e apenas 33 UFC-ml™ na 5 h, sendo as demais amostragens
nao apresentando nenhuma sobrevivéncia celular.

Entretanto, o alginato contra a E. coli IPT245 (Figura 12a) também
apresentou atividade antibacteriana diminuindo a densidade celular da bactéria para
102 UFC-ml™" da hora 3 até a 8 h de amostragem, pois com o maior tempo de
residéncia da E.coli IPT245 com as microcapsulas de alginato, pode ter ocorrido a
agregacao do microrganismo ao encapsulado iniciando a formagao de biofilme por

conta da biocompatibilidade do agente imobilizante e facil aderéncia (Halverson,
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2009 ; Sharma et al., 2016 ; Alavi e Rai, 2019), sendo uma caracteristica da bactéria
evitando assim que seja levada pelo fluxo da agua (Rabin et al., 2015). Ao contrario
da P. aeruginosa IPT365 que na mesma vazao de 1,0 mI-min™ (Figura 13a) nao foi
observado o0 mesmo padrdo ao ser exposta ao alginato, mantendo a sobrevivéncia
celular em 10° UFC-ml™" ao longo das 8 h de experimento.

A vazado de 4,0 mI-min™ (Figuras 12b e 13b) mantiveram efeito bactericida
tanto da bio-AgNP,c quanto do AgNO; nas duas bactérias como demonstrado
também nos itens 5.2.1 (Figuras 6a e 7a); 5.2.2 (Figuras 8c e 9c); e 5.2.3 (Figuras
10c e 11c). Sendo assim os parametros demonstrados com as melhores condigbes
para aplicabilidade da bio-AgNP4c.

De acordo com Hong et al. (2016), vazbdes volumétricas relativamente
elevadas possuem menores capacidades de desinfeccdo usando nanocompadsitos,
em razdo do menor tempo de residénciaato das bactérias com as AgNP, assim como
no estudo de Wen et al. (2017) que também comprovou essa hipétese. Todavia, nas
maiores vazbes testadas (7,0 e 10,0 ml-min™') apesar da bio-AgNP,c ndo ter
atividade bactericida ao longo das 8 h de exposi¢do como na vazao de 4,0 ml-min™’
ainda assim contra a IPT365 na vazao de 7,0 ml‘min™" (Figura 13c) o NM teve efeito
bactericida na maior parte das amostragens, exceto em 3 h que foi observado a
sobrevivéncia celular de 102 UFC-ml™", diferente da IPT245 nas mesmas condi¢des
(Figura 12c) em que néo foi observado efeito bactericida.

No entanto, na vazdo de 10,0 ml-min™ (Figura 12d) a bio-AgNP,¢ teve um
efeito antibacteriano maior contra a E.coli IPT245, sendo observado a sobrevivéncia
celular em apenas 67 UFC-ml™" na hora 1 e 4, além de 10°UFC-ml™ na hora 5, com
efeito bactericida nas demais amostras realizadas. Essa divergéncia na atividade
antibacteriana da bio-AgNP . pode ter sido devido a existéncia de zonas mortas e/ou
formacdo de caminhos preferenciais no reator na vazdo de 7,0 ml-min™, em
decorréncia do empacotamento do leito catalitico, levando-se a uma diminui¢gao do

tempo de residéncia com a massa de catalisador (Cao et al., 2020).
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Figura 12. Avaliagdo da aplicabilidade do reator PBR preenchido a 100 % com pérolas de vidro no controle (e), Alginato (m), bio-AgNP,: (A ), ou AgNO: (V)

operado a 37 °C e fluxo continuo de 1,0 ml-min™" (a); 4,0 ml-min~" (b); 7,0 ml-min~" (c); € 10,0 mI-min™* (d) para a descontaminagéo de Escherichia coli IPT245
na densidade de 10° UFC-ml™.
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Acredita-se também que, os baixos valores de atividades obtidos para o
sistema reacional continuo podem estar relacionados a baixa vazao volumétrica de
alimentacao no reator PBR. Baixas vazoes volumétricas contribuem para a formacao
de uma camada limite difusional de maior espessura presente no entorno das
particulas, fazendo com que o processo seja limitado pela transferéncia de massa
externa. A medida que a vaz&o volumétrica aumenta, a espessura da camada limite
diminui, favorecendo o acesso do microrganismo a bio-AgNP,., regido em que
ocorre a atividade antibacteriana (Levenspiel, 1999; Fogler, 2012; Dias et al., 2022;
Ribeiro et al., 2023).

Ja com a Paeruginosa IPT365 na vazdo de 10,0 ml-min™ (Figura 13d) &
possivel observar o efeito bactericida da bio-AgNP,c durante as 8 h de experimento,
sendo um pouco mais toxica do que seu precursor AQNO; em que pode ser

observada sobrevivéncia celular apenas na 1 h de 10°UFC-ml™".
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Figura 13. Avaliagcdo da aplicabilidade do reator PBR preenchido a 100 % com pérolas de vidro no controle (e), Alginato (m), bio-AgNP,: (A ), ou AgNO: (V)

operado a 37 °C e fluxo continuo de 1,0 mI'‘min™ (a); 4,0 mI'‘min™ (b); 7,0 mI'-min™ (c); e 10,0 mI'-min™ (d) para a descontaminagdo de Pseudomonas

aeruginosa IPT365 na densidade de 10® UFC-ml™.
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5.2.5. Estabilidade operacional no reator de leito fixo (PBR)

A avaliagdo para definicdo dos parametros utilizados nos testes de
estabilidade operacional foi feita a partir dos melhores parametros dos itens
descritos anteriormente. A influéncia da densidade do afluente, item 5.2.1, foi
comprovada através dos testes realizados, sendo a menor densidade testada (10°
UFC-ml™) a mais promissora para melhor aplicabilidade da bio-AgNP,c, em
concordancia com estudos que afirmam que a nanoparticula de prata tem maior
atividade antibacteriana em densidades de 10® UFC-ml™" em bactérias (Bharti et al.,
2019; Puti, 2014; Silva Junior, 2017).

O parametro da temperatura foi o Unico que nao apresentou variagdo na
atividade bactericida da bio-AgNP,. € AgNO; em nenhuma das temperaturas
testadas. Desta forma, foi mantida a temperatura de 37 °C, consenso na literatura
como temperatura ideal para a sobrevivéncia das bactérias Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa (Ohshima et al., 2002; Bhardwaj et al., 2021;
Chilakamarry et al., 2022; Moon et al., 2023).

Todavia, os parametros de massa de catalisador e vazao volumétrica,
apresentaram variagdes significativas ja que para aplicagdo em larga escala um fator
€ dependente do outro, tendo uma melhor aplicabilidade vazdes volumétricas
maiores e menores quantidades de massa de catalisador. Contudo, a massa de
catalisador que apresentou maior atividade bactericida nos dois microrganismos
testados tanto da bio-AgNP,. quanto do precursor AgNO; durante as 8 h de
experimento foi a de 17,5 g (100 %).

Ao mesmo tempo, dentre as vazdes volumétricas testadas as maiores vazdes
(7,0 e 10,0 mI'-min™) apesar de apresentaram resultados promissores da atividade
antibacteriana da bio-AgNP,c, apenas a vazdo de 4,0 mI'min™ teve atividade
bactericida durante as 8 h de experimento nas duas bactérias gram-negativas.
Dessa forma, a vazao volumétrica de 4,0 ml-min™ foi considerada mais promissora
para a estabilidade operacional do reator PBR. Esse parametro é relevante, pois,
juntamente com a massa do catalisador, influencia o tempo de resisténcia. De
acordo com Chao et al. (2020), isso se deve ao maior tempo de residéncia com o

composto, 0 que aumenta a atividade bactericida.
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Portanto, a aplicabilidade do reator de leito fixo PBR foi confirmada no
periodo de 8 h apresentando estabilidade operacional com os parametros de 103
UFC-mlI™ e 37 °C (densidade e temperatura do microrganismo); 17,5 g (massa de

catalisador); e 4,0 ml'-min™* de vazao volumétrica.

6. Conclusoes

O estudo demonstrou a aplicabilidade do reator de leito fixo PBR com
nanoparticulas de prata oriundas do Ff Aspergillus niger IBCLP20, imobilizadas em
alginato de calcio (bio-AgNP,c), na desinfeccdo de agua contaminada. As
bio-AgNP,. mantiveram suas propriedades antibacterianas mesmo quando
imobilizadas, indicando que a técnica de encapsulagao em alginato preserva sua
capacidade de combate a microrganismos. A caracterizagao fisico-quimica das
bio-AgNP, tanto na forma coloidal quanto imobilizada, confirmou que a imobilizagédo
nao altera significativamente sua atividade antibacteriana.

A analise dos parametros experimentais, como a densidade do afluente,
temperatura, massa de catalisador e vazao volumeétrica, mostrou que as bio-AgNP ¢
sd0 mais toxicas contra a bactéria gram-negativa Escherichia coli 1PT245
comparada com a Pseudomonas aeruginosa |IPT365. Todavia com resultados
promissores contra ambas as bactérias testadas e sendo a influéncia desses
parametros muito relevante no desempenho do processo, destacando a
necessidade de otimizag&o para aprimorar o tratamento de agua.

Diante do exposto, a implementacdo do reator de leito fixo PBR com
bio-AgNP,c provou ser uma solugdo promissora para a desinfeccdo de agua
contaminada. A manuteng¢ao da atividade antibacteriana das nanoparticulas apos a
imobilizacdo e a analise detalhada dos parametros experimentais fornecem uma
base sdlida para o desenvolvimento de sistemas de tratamento de agua mais

sustentaveis.
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