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RESUMO

Nanoparticulas (NPs) sao estruturas de 1 a 100 nm que possuem propriedades
unicas, como alta area superficial e elevada reatividade, sendo amplamente
aplicadas em areas como medicina e energia. Dentre elas, as nanoparticulas
metalicas, especialmente as de prata (AgNPs), destacam-se por sua agao
antimicrobiana, empregadas em farmacos, cosméticos e materiais hospitalares. As
rotas usuais de sintese desses materiais, embora eficazes, envolvem altos custos
energéticos e 0 uso de reagentes toxicos, o que motivou o avango de métodos de
biossintese mais sustentaveis. A biossintese utiliza o metabolismo de organismos
para converter ions metalicos de um precursor em NPs. Os fungos se destacam pela
producao eficiente de enzimas redutoras e facil cultivo, permitindo uma sintese
rapida e sustentavel. Apesar do predominio de processos em batelada, reatores de
fluxo continuo surgem como alternativa mais produtiva e ecolégica. Assim, o objetivo
deste trabalho foi imobilizar biomassa fungica em suportes de acido polilatico (PLA)
e esponjas de poliuretano (PU) em reator de leito fixo (PBR) para biossintese
continua de AgNPs. A mudanga da coloragao do filtrado enzimatico para castanho
indicou a formagéo de AgNPs, confirmada pelas analises espectrofotométricas. As
amostras com biomassa livre apresentaram picos de absorbancia entre 400 e 450
nm, faixa caracteristica das AgNPs, sendo mais evidentes nos preenchimentos de
25%, 50% e 100%, sugerindo maior atividade metabdlica e liberagdo de enzimas. Ja
a biomassa aderida ao PLA demonstrou baixa sintese, enquanto a aderida ao PU
exibiu curvas de absorbancia crescentes, evidenciando formacao continua de NPs.
A menor quantidade de biomassa observada nos suportes, especialmente no PLA,
parece limitar a producdo, enquanto a estrutura porosa do PU favorece a
imobilizagdo e mantém boa eficiéncia de sintese, mesmo com menos biomassa.
Esses resultados confirmam a influéncia direta do tipo de suporte na eficiéncia da
biossintese fungica de AgNPs, enquanto estudos futuros devem aprofundar a

caracterizagao dessas NPs.

Palavras-chave: Nanoparticulas de prata, reator de leito fixo, biossintese fungica,

imobilizacao por suportes, sintese continua.
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ABSTRACT

Nanoparticles (NPs) are structures ranging from 1 to 100 nm that possess unique
properties, such as high surface area and elevated reactivity, and are widely applied
in fields such as medicine and energy. Among them, metallic nanoparticles,
especially silver nanoparticles (AgNPs), stand out for their antimicrobial activity, being
used in pharmaceuticals, cosmetics, and hospital materials. The usual synthesis
routes for these materials, although effective, involve high energy costs and the use
of toxic reagents, which has motivated the advancement of more sustainable
biosynthesis methods. Biosynthesis uses the metabolism of organisms to convert
metal ions from a precursor into NPs. Fungi stand out due to their efficient production
of reducing enzymes and easy cultivation, allowing rapid and sustainable synthesis.
Despite the predominance of batch processes, continuous-flow reactors have
emerged as a more productive and eco-friendly alternative. Thus, the aim of this
work was to immobilize fungal biomass on polylactic acid (PLA) supports and
polyurethane (PU) sponges in packed-bed reactor (PBR) for the continuous
biosynthesis of AgNPs. The change in color of the enzymatic filtrate to brown
indicated the formation of AgNPs, confirmed by spectrophotometric analyses.
Samples with free biomass showed absorbance peaks between 400 and 450 nm, a
characteristic range for AgNPs, being more evident in the 25%, 50%, and 100%
fillings, suggesting higher metabolic activity and enzyme release. Biomass adhered
to PLA, however, showed low synthesis, while that adhered to PU exhibited
increasing absorbance curves, indicating continuous nanoparticle formation. The
smaller amount of biomass observed on the supports, especially PLA, appears to
limit production, whereas the porous structure of PU favors immobilization and
maintains good synthesis efficiency even with less biomass. These results confirm
the direct influence of the type of support on the efficiency of fungal biosynthesis of

AgNPs, while future studies should further deepen the characterization of these NPs.

Key-words: Silver nanoparticles, packed-bed reactor, fungal biosynthesis, supports

immobilization, continuous synthesis.
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1. Introducao

Nanoparticulas (NPs) sdo estruturas que variam de escala entre 1 a 100 nm,
e sao de alto interesse para diversas industrias, como a medicina, energia e
nutricdo. Gragas a sua proporcdo nanomeétrica, esses materiais apresentam
propriedades unicas, como forte reatividade superficial e alta area de superficie,
sendo as nanoparticulas metalicas muito estudadas e empregadas. Metais nobres,
como prata, platina e ouro s&o utilizados na sintese desses materiais, presentes em
medicamentos, produtos cosméticos e de higiene pessoal (Jamkhande et al., 2019;
Othman et al., 2019). A prata € historicamente conhecida por suas propriedades
antimicrobianas, capaz de prevenir infecgdes bacterianas e cicatrizar feridas
(Dawadi et al.,, 2021), e com o surgimento da nanotecnologia, esse metal foi
prontamente utilizado como precursor para a sintese de nanoparticulas de prata
(AgNPs). Apesar de exibir propriedades cataliticas e opticas unicas, que contribui
para o desenvolvimento de biossensores, a atividade antibacteriana desses
materiais € 0 que mais atrai a atengdo de pesquisadores, 0 que resulta em sua
aplicacdo em areas médicas e hospitalares, capaz de inibir o crescimento até de
bactérias multirresistentes e potencial de combater o virus da HIV (Siddiqi et al.,
2018; Khodashenas & Ghorbani, 2019; Bruna et al., 2021).

Existem variadas rotas para a sintese das AgNPs, sendo as mais usuais as
sinteses fisica e quimica. As abordagens fisicas sdo rapidas e consomem menos
reagentes quimicos, enquanto demandam muita energia e apresentam baixo
rendimento. As abordagens quimicas, apesar de promissoras, fazem uso de
reagentes toxicos, e geram residuos danosos ao meio ambiente (Pryschepa et al.,
2020; Sofi et al., 2022). Nesse cenario, 0 método da biossintese surge como uma
alternativa mais sustentavel, utilizando do metabolismo de microrganismos como
bactérias e algas, assim como extratos vegetais e fungos filamentosos (Lee & Jun,
2019; Das et al., 2020; Bamal et al., 2021). Tal abordagem de sintese ecoldgica
comunica-se diretamente com os objetivos 12 (consumo e produgcao responsavel),
14 (vida na agua) e 15 (vida terrestre) da Agenda 2030 proposta pela Organizagao
das Nacgdes Unidas, e por isso, tem ganhado atengéo especial.

Os fungos sao conhecidos pelo seu potencial para a produgédo de diversos

compostos bioativos, e por conta de sua alta tolerancia a metais e facil manipulagao,

10
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sdo agentes promissores para a biossintese de AgNPs. Devido a produgédo de um
amplo conjunto de enzimas, esses organismos conseguem nao sé modificar sais
metalicos em NPs, mas o fazem muito mais rapidamente quando comparados a
outros microrganismos. Os fungos também apresentam facil cultivo e manutengao
em laboratério, além de serem mais adequados para uma sintese em larga escala
em decorréncia da maior resisténcia de sua massa micelial, quando comparada com
plantas. (Guilger-Casagrande & Lima, 2019; Chopra et al., 2022). A biossintese
micogénica de NPs pode ser intracelular, quando o precursor metalico é
internalizado na biomassa, sendo necessario a posterior extracdo das NPs, ou
extracelular, mais utilizado, no qual o precursor é adicionado no filtrado aquoso que
contém apenas as enzimas fungicas (Qidwai et al., 2018).

A maioria dos métodos de sintese de AgNPs é realizada em batelada, com
desvantagens associadas ao prolongado tempo de processo e baixa
reprodutibilidade. Porém, cada vez mais estudos buscam contornar essas
problematicas com o uso de reatores para alimentar continuamente os reagentes
desse procedimento. Diversas publicagdes investigam a sintese quimica de AgNPs
com distintos reatores, como de microcanal simples, disco rotativo e de fluxo coaxial
microfluidico (Okafor et al., 2017; Dtugosz & Banach, 2019). Ainda assim, raros sdo
os estudos que utilizam da sintese continua dos reatores junto do potencial de
biossintese que organismos como os fungos apresentam. Apds a coleta do extrato
enzimatico, a biomassa fungica geralmente é descartada, o que limita a operagao.
Empregar um reator de leito fixo (PBR) nesse processo cria um cenario onde a
biomassa pode ser reutilizada para distintas coletas no decorrer dos dias, tornando a
biossintese ainda mais sustentavel, uma vez que utiliza menos reagentes para a
producao.

Para a melhor circulacdo da agua pelo leito reator, € importante o uso de
suportes que consigam imobilizar a biomassa fungica. Materiais a base de polimeros
como o acido polilatico (PLA) e o poliuretano (PU) sdo usualmente utilizados para
imobilizagdo de enzimas e até células (Ye et al., 2019; Li et al., 2020; Alkan-Tas et
al., 2021). O PLA é um polimero facilmente sintetizado por varios métodos, se
tornando bem conhecido como uma fonte termoplastica biodegradavel para
impressdes 3D (Monnier et al., 2018; Joseph et al., 2023). O PU é altamente versatil,

amplamente utilizado em diversos setores industriais devido a sua capacidade de
1
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apresentar diferentes propriedades fisicas, como flexibilidade e resisténcia, sendo
aplicado em espumas, adesivos e revestimentos (Dacewicz & Grzybowska-Pietras,
2021). Porém, séo inexistentes os estudos que utilizam esses materiais como
imobilizantes de biomassa em reator. Diante do exposto, neste estudo serdo
utilizados como suportes as pecas de PLA e as esponjas de PU para imobilizar a
biomassa fungica em reator, com a perspectiva de potencializar a biossintese

continua de AgNPs em reator.

2. Objetivo

Imobilizar biomassa fungica em suportes de acido polilatico (PLA) e esponjas
de poliuretano (PU) em reator de leito fixo (PBR) para biossintese continua de

nanoparticulas de prata (AgNPs).

3. Material e Métodos

3.1. Fungo

O fungo Rhizopus arrhizus, cepa IPT1013 pertencente ao agrupamento de
biotecnologia do Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas, foi previamente cultivado em
placas de Petri contendo meio de cultura de batata, dextrose e &agar (BDA),

incubadas a 30 °C por 7 dias.

Figura 1. Fungo Rhizopus arrhizus cultivado em placa de Petri em meio de cultura BDA.

12
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3.2. Suportes para Imobilizagao

As pecgas de acido polilatico (PLA) foram cedidas pelo Laboratério de
Tecnologia Enzimatica e Bioprocessos da Universidade Federal de Alfenas
(UNIFAL-MG, Campus Pocos de Caldas), impressos por uma impressora 3D
CREALITY® Modelo K1C e tecnologia Fused Deposition Modeling, a partir de
filamentos de PLA. As pecas possuem geometria cilindrica de 1,0 cm de didmetro e
altura, poros com abertura de 2,65 mm e porosidade total de 71%.

As esponjas de poliuretano (PU) foram adquiridas comercialmente e cortadas
para formar cubos de 1,0 cm de aresta. Ambos os suportes foram previamente

autoclavados antes de serem utilizados para o crescimento da biomassa.

Figura 2. Suportes empregados para imobilizagdo da biomassa no leito do reator. A: Pecas

de acido polilatico; B: Esponjas de poliuretano.

3.3. Inoculagdo da Biomassa

O crescimento da biomassa foi conduzido a partir da insergdo de 5 discos (6
mm) do fungo previamente crescido em BDA em frascos Erlenmeyer contendo 50
mL de meio de cultura liquido MGLP (Aguiar et al., 2024). Para os testes de
imobilizacdo da biomassa nos suportes, foram adicionadas 3 pecas de PLA e 3
esponjas de PU, para cada configuragcdo. Os frascos foram submetidos, em

incubadora shaker, a condigdo padréao de agitagao de 150 rpm a 30 °C, por 72 h.

Experimento em Batelada
Para os testes em batelada, a biomassa crescida foi filtrada e lavada com 500

mL de agua deionizada para remog¢ao do meio de cultura, sendo transferida a um
13
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novo frasco Erlenmeyer, contendo dez vezes o valor de sua massa em mL de agua
deionizada, também mantido em agitacdo de 150 rpm a 30 °C, por 72 h. A
substituicdo do MGLP pela agua deionizada cria um cenario de estresse para o
fungo, estimulando a liberagdo das enzimas.

A biomassa crescida foi filtrada do extrato enzimatico, que por sua vez, foi
submetido a uma série de filtragens a vacuo em papel filtro Millipore (3 ym) para
remocao de restos celulares.

Ao extrato enzimatico restante, foi adicionado uma solucéo de nitrato de prata
(AgNO3) 100 mM na proporgéao de 10 yL para cada 1 mL de extrato. A mistura foi

mantida em ambiente isento de luz a agitagao de 150 rpm a 30 °C, por 72 h.

3.4. Implementagdo do Reator de Leito Fixo (PBR)

O aparato experimental foi constituido por uma bomba peristaltica, com vazao
volumétrica continua de 1 mL/min utilizada para alimentar o afluente em fluxo
ascendente, por meio de uma tubulacdo de silicone (0,5 cm de didametro) até a
entrada do PBR.

O afluente foi mantido em banho maria com circulagao interna de agua na
temperatura do processo. O reator foi construido em vidro de borossilicato com
didmetro e comprimento nominais de 1,2 e 20 cm, respectivamente, cuja biomassa,
tanto livre quanto imobilizada, constituiram seu leito. A temperatura do processo foi
controlada no reator por uma jaqueta térmica mediante circulagcdo de agua oriunda
de um banho termostatizado. As extremidades (entrada e saida) do reator foram
equipadas por bandejas de distribuicdo usinadas em material antiaderente visando
homogeneizar a dispersao radial do afluente através do leito do reator.

O leito do reator foi preenchido seguindo a seguinte configuragédo: (A)
Biomassa livre, (B) Biomassa imobilizada nas pecas de PLA e (C) Biomassa
imobilizada nas esponjas de PU. Para a biomassa livre, o leito foi preenchido em
25%, 50%, 75% e 100% de capacidade, com o auxilio de microesferas de vidro para
melhor comportar o conteudo, enquanto os suportes carregando a biomassa
preencheram sempre 100% do volume do leito.

A coleta de 15 mL do extrato enzimatico foi realizada pela saida superior do

reator, também submetida a uma série de filtragens a vacuo em papel filtro Millipore

14
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(3 um), seguida da adigao de 150 uL de AgNO;. A mistura foi mantida isenta de luz a
agitacado de 150 rpm a 30 °C por 72 h.

Rhizopus
$ = ~ 4| PBR
H ' ; . |1 mL/min
4 e ﬁ - ’
30°C ' ' \ ";
150 rpm 24 h
T2 72h
| 15mL 48 h
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/ 150 L
T AgNO_
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Figura 3. Esquema do processo de inoculagdo da biomassa fungica, tanto livre quanto

imobilizada nos suportes, e sua adi¢do no PBR.

Figura 4. Leito do reator preenchido de acordo com as configuragdes: (A) Biomassa livre,
(B) Aderida ao PLA; (C) Aderida ao PU.
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3.5. Deteccao da Biossintese de AgNPs

Dois métodos foram utilizados para a comprovagao da biossintese de AgNPs
nas amostras, apos as 72 h da adigao do precursor metalico. A primeira se da pela
detecgao visual da coloracdo do extrato, que muda para um tom castanho escuro.
Tal coloragdo € observada devido a oscilacdo dos elétrons livres na superficie
metalica das NPs, fendmeno conhecido como ressonadncia de plasmons de
superficie (SPR) (Al-Asbahi et al., 2024).

g T T 1
> i’ q
4 2 ' e

Figura 5. Mudanca da coloragdo das amostras mediante biossintese de AgNPs,
exemplificado pelas coletas advindas da biomassa livre com 100% do leito de reator

preenchido.

Em seguida, as amostras foram submetidas a uma leitura de espectroscopia
UV-Vis, que comprovam a biossintese pela banda de absorgdo tipica desses

materiais em comprimentos de onda entre 400 e 480 nm (Hieu et al., 2022).

3.6. Caracterizagcao das AgNPs

Além da espectroscopia UV-Vis, as amostras foram analisadas por
espalhamento dindmico de luz (DLS, do inglés Dynamic Light Scattering), a fim de
caracterizar as nanoparticulas biossintetizadas em relacdo ao diametro
hidrodinamico, potencial de polidispersao e potencial zeta.

O didmetro hidrodinamico de particulas em suspensido apresenta um valor

préximo, porém maior do que o didametro da NP, em decorréncia de uma esfera de
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solvatagcao proteica formada na superficie das NPs quando diluidas em algum
solvente. O tamanho de maior relevancia para as AgNPs é de 1 a 100 nm.

O indice de polidispersao (Pdl) indica a distribuicdo dos tamanhos das NPs
analisadas, ou seja, quanto menor seu valor, menor sera a variedade de diametros,
mantendo maior homogeneidade de tamanhos. Os valores ideais para Pdl para as
AgNPs biossintetizadas sdo os mais proximos de 0 até 0,3, uma vez que sua faixa
vaideOa1.

O potencial zeta (Pz) mede a estabilidade das NPs, analisando seus
potenciais de superficie. Valores consideraveis de Pz, sejam positivos ou negativos,
indicam alta repulsdo entre as particulas em suspensido, que, por impedir sua
aglomeracao, confere estabilidade quimica aos materiais. NPs estaveis apresentam
altos valores de Pz, positivos ou negativos, como valores menores que -20 mV ou

maiores que +20 mV (Zwar, 2021).

4. Resultados e Discussao

4.1. Biossintese de AgNPs em Batelada

As AgNPs sao materiais de grande interesse em industrias alimenticias,
médicas e farmacoldgicas, gragas a suas propriedades antimicrobianas, cataliticas e
otima estabilidade quimica. Entretanto, métodos convencionais de sintese dessas
nanoparticulas fazem uso de reagentes toxicos e geram residuos danosos ao meio
ambiente, o que impulsiona a busca por rotas alternativas mais sustentaveis, como
aquelas mediadas por fungos filamentosos (Danagoudar et al., 2020; Mistry et al.,
2021). Apesar desse potencial, a reutilizagdo da biomassa e a viabilizacdo de
sintese continua ainda representam desafios.

O fungo Rhizopus arrhizus foi submetido a diferentes configuragdes de
crescimento de biomassa, para a avaliacdo de sua biossintese de AQNPs em reator
de leito fixo, que permite um cenario de sintese continua e avaliar a relagdo quanto a
quantidade de biomassa fungica.

Em batelada, foi comprovada a capacidade dessa espécie para a biossintese
de AgNPs, pela formac&do de coloragdo castanho e ficou evidente a formacgao de

AgNPS pelo grafico de absorbancia exibido na figura 6.
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Figura 6. Espectro de absor¢gdo UV-Vis das amostras de batelada, onde cada linha colorida

representa distintas réplicas experimentadas.

Todas as cinco réplicas realizadas apontam positivamente para a biossintese,
resultados que serviram de comparativo para com os de reator. Nos experimentos
em batelada, a coleta do extrato enzimatico sé é realizada apds 72 h da filtragao do
meio de cultura e sua substituicdo pela agua deionizada. Portanto, qualquer sintese
observada em reator, nos tempos de 24 e 48 h ja representa um desempenho

superior em termos de tempo de sintese.

4.2. Biossintese de AgNPs em PBR

4.2.1. Biomassa Livre

25% de preenchimento de leito

Trés réplicas foram conduzidas utilizando a biomassa livre de suportes
preenchendo 25% do leito do reator. O primeiro apresentou curvas acentuadas, com
seu pico atingindo maiores valores de absorbancia com o passar dos tempos de
coleta. O segundo exibiu curvas mais atenuadas nos tempos de 48 h e 72 h, bem

semelhantes as do terceiro experimento. Os graficos de absorbancia podem ser

observados na figura 7.
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Figura 7. Espectros de absor¢cao UV-Vis das amostras advindas da biomassa livre

preenchendo 25% do leito do reator.

Biomassa livre - 50% de preenchimento de leito
As amostras advindas da biomassa livre preenchendo 50% do leito do reator
apresentaram sintese apenas no ultimo tempo de coleta, resultado conferido no

grafico de absorbancia (figura 8).

Biomassa livre - 75% de preenchimento de leito
O grafico de absorbancia das amostras provenientes de 75% de
preenchimento do leito com biomassa livre (figura 8) exibe curvas singelas nos dois

tempos de coleta. A amostra de 72 h foi extraviada.

Biomassa livre - 100% de preenchimento de leito

As amostras resultantes do preenchimento completo do leito do reator pela
biomassa livre apresentaram forte sintese na coleta de 48 h, atenuada em 72 h. No
grafico de absorbancia (figura 8) podem ser percebidos ruidos nas linhas, que pode
ser explicado pelo comprometimento do fluxo ascendente da agua pelo reator

causado pelo excesso e aglomeracgao de biomassa.
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Figura 8. Espectro de absor¢cdo UV-Vis das amostras advindas da biomassa livre
preenchendo 50%, 75% e 100% do leito do reator.

4.2.2. Biomassa Imobilizada nos Suportes

Biomassa aderida as pecgas de PLA

Trés experimentos foram realizados utilizando a biomassa imobilizada nas
pecas de PLA, preenchendo 100% do leito do reator. O primeiro ndo apresentou
nenhuma sintese, evidenciado pela auséncia da mudanga de cor do extrato. Para
tentar contornar esse problema, nos experimentos seguintes a biomassa foi mantida
em crescimento no MGLP por mais dias (5 e 7, respectivamente, ao invés de 3). A
figura 9 exibe a absorbéncia desses experimentos, com uma diminuta sintese no

ultimo tempo de coleta de apenas um deles.
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Figura 9. Espectros de absor¢cdo UV-Vis das amostras advindas da biomassa aderida as

pecas de PLA.

Biomassa aderida as esponjas de PU

Trés experimentos foram efetuados utilizando a biomassa imobilizada nas
esponjas de PU, preenchendo 100% do leito do reator. O primeiro apresentou
acentuadas curvas, maiores de acordo com o passar dos tempos de coleta, e o
segundo exibiu sintese apenas na coleta de 24 h. O terceiro experimento n&o
expressou mudanga de coloragdo apos a adicdo do AgNO;, provavelmente por

contaminagao da amostra. Por essa razao a auséncia de seu grafico na figura 10.
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Figura 10. Espectros de absor¢gado UV-Vis das amostras advindas da biomassa aderida as

pecas de PU.

ApOs analise dos nossos resultados pela observagao do aspecto morfolégico
da suspensao coloidal, houve a transformacao do filtrado aquoso de uma coloracao
amarelada para marrom escuro ou castanho. Isso acontece devido a excitagao da
ressonancia plasmoénica da superficie das nanoparticulas (Balai et al. 2009;
Korbekandi et al., 2013; Al-Asbahi et al., 2024). Essa observagdo do aspecto
castanho do filtrado aquoso também foi observado em todos os resultados
apresentados neste estudo, tanto em batelada quanto no reator de leito fixo com os
diferentes suportes e com a biomassa livre. Essa analise s6 foi possivel uma vez
que os fungos podem realizar a produgéo de AgNPs de forma extracelular, quando o
precursor metalico é adicionado ao filtrado enzimatico e as NPs formadas estao

livres, ndo sendo necessaria a liberacdo de AgNPs das células como é feito no
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método intracelular.

As analises espectrofotométricas revelaram que as amostras com biomassa
livre preenchendo 25%, 50% e 100% do leito do reator apresentaram picos de
absorbancia situados na faixa de 400 a 450 nm, compativel com a regido
caracteristica de nanoparticulas metalicas. No caso da biomassa livre a 25% de
preenchimento, observou-se a formagado de curvas acentuadas, com aumento
progressivo da intensidade de absorbancia ao longo dos tempos de coleta,
indicando um processo continuo de sintese e provavel crescimento das
nanoparticulas. A condicdo com 50% de preenchimento apresentou pico de
absorbancia na mesma faixa (400-450 nm), porém restrito ao ultimo tempo de
coleta, sugerindo que a sintese ocorreu de forma mais tardia ou menos eficiente.
Para 75% de preenchimento, os espectros mostraram curvas discretas, o que indica
baixa atividade de sintese, possivelmente em razdo de limitagdes de oxigenagao ou
difusdo de nutrientes. Na condicdo de 100% de preenchimento com biomassa livre,
foi registrada forte resposta de absorbancia em 48h, também dentro da faixa de 400
e 450 nm, seguida de atenuacdo em 72 h. Esse comportamento sugere intensa
formagdo inicial de nanoparticulas, seguida de possivel aglomeragdo ou
precipitacao.

Por outro lado, as amostras com biomassa aderida as pecas de PLA
apresentaram resultados negativos ou apenas tragos de sintese, com auséncia de
picos definidos na faixa de 400 e 450 nm. Ja as biomassas aderidas as esponjas de
PU exibiram curvas de absorbancia mais pronunciadas e crescentes ao longo dos
tempos de coleta, indicando que esse suporte favoreceu a formacido de
nanoparticulas, também com absorbéancia caracteristica entre 400 e 450 nm. O
deslocamento do pico para comprimentos de onda mais longos, ou seja, maior
absorbancia, indica nanoparticulas maiores (Elamawi et al., 2018). Muitas
biomoléculas possuem capacidade de reagir com ions de prata, participando
ativamente do processo de sintese de nanoparticulas, dentre as quais destacam-se
aquelas envolvidas em vias metabdlicas complexas, associadas a transferéncia de
elétrons durante a conversdo de NADPH/NADH em NADP*/NAD* (Gudikandula et
al., 2017).

Com base nisso, os resultados obtidos neste estudo indicam que mecanismos

semelhantes possam ter ocorrido nas amostras de biomassa livre, especialmente
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nas condicoes de 25%, 50% e 100% de preenchimento de leito, que apresentaram
picos de absorbancia entre a faixa caracteristica da formacdo de AgNPs. Esse
comportamento sugere que a maior atividade metabdlica da biomassa livre
favoreceu a liberagcdo de enzimas. Por outro lado, a biomassa aderida as pecgas de
PLA demonstrou pouca atividade de sintese, enquanto a biomassa aderida as
esponjas de PU apresentou resultados relevantes, indicando que o suporte tem
influéncia direta na eficiéncia da sintese biogénica de AgNPs.

Diferentes estudos que buscam otimizar a produgdo de AgNPs de origem
fungica analisam diversos parametros, tais como a quantidade de biomassa. Esse
parametro foi observado em dois estudos que utilizaram a espécie Fusarium
oxysporum, porém obtiveram resultados diferentes quanto a quantidade de
biomassa. O estudo de Birla et al. (2013) demonstrou que com o aumento da
biomassa fungica da espécie Fusarium oxysporum de 0,2 g para 0,6 g suspensa em
100 mL de agua destilada houve o aumento concomitante da produtividade de
nanoparticulas de prata. Ja o estudo de Korbekandi et al. (2013) demonstrou que
houve um aumento da produgdo de AgNPs com o aumento da biomassa, porém
esse aumento nao foi linear. O que demonstra que o aspecto da biomassa é
importante e pode interferir na sintese de AgNPs.

Em relagdo a quantidade de biomassa, ela foi visualmente inferior nos
suportes em comparacado as configuragdes de biomassa livre, sendo ainda menor
nas pecgas de PLA do que nas esponjas de PU. O PLA apresenta menor rugosidade,
oferecendo uma area de contato reduzida para a fixacdo do fungo, o que pode
explicar a baixa atividade de sintese. Por outro lado, o PU apresenta poros,
favorecendo a retencdo da biomassa, que mesmo em menor quantidade, ainda
resulta em expressiva produgdo de AgNPs. Isso sugere que a eficiéncia da

biossintese esta relacionada a qualidade da fixagdo que o suporte emprega.

4.3. Caracterizagado das AgNPs

A Tabela 1 apresenta os valores resultantes da analise e caracterizacdo das
amostras por DLS, para analise de seu tamanho hidrodinamico, indice de
polidispersao (Pdl) e potencial de superficie zeta (Pz). O perfil desejavel para as

AgNPs biossintetizadas sao as de tamanho médio até 100 nm, Pdl que variam de O
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Configuracao de Tamanho indice de .
Sintese Coleta i drodinamico (em nm)  Polidispersao (Pdl) | ctencial Zeta (Pz)
- 239,9 0,479 14,7
Batelada -

_ -15,2
_ -17.8
24h 135,4 0,351 -15,6
Biomassa Livre
Biomassa Livre
24h 157 1 0,408 -15,6
Biomassa Livre
25% (3) 48h 161,8 0,558 -11,6
72h 129,9 -15,6
24h 2341 -11,7
Biomassa Livre
50% 48h 342 0,377 -15,2
72h 140,8 0,327 -16,9
Biomassa Livre 24h 116,7 0,318 '13,4
24h 0,404 -16,6
Biomassa Livre
72h 121 0,394 -16,3
24n 1374 0421 B
Biomassa aderida
ao PLA (5d) 48h 15,8 - -16.7
24h - - -
Biomassa aderida
72h 119,5 0,385 -15,2
Biomassa aderida
a0 PU () 48h 116,9 0,376 -16,1
24h 234 0,409 - 29
Biomassa aderida
72h 2121 0,318 -16,1
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a 0,3 e Pz de valores menores que -20 mV ou maiores que +20 mV. NPs com esse
perfil sdo considerados coldides estaveis e com distribuicio monodispersa de
tamanhos.

De inicio, é possivel observar que todas as amostras apresentaram valores
negativos para Pz, variando de -9 mV a -29,7 mV. Os altos valores negativos para
Pz indicam boa estabilidade das AgNPs sintetizadas, que previne a formagao de
agregados pela repulsdo entre as particulas. A negatividade desses valores pode
ser atribuida a componentes polifendlicos, que sao liberados durante o crescimento
dos fungos e participam do encapsulamento das AgNPs.

Estudos semelhantes resultaram em valores de Pz dentro da faixa encontrada
nesse. Tyagi et al. (2019) utilizou o fungo Beauveria bassiana para a biossintese de
AgNPs, que tiveram valor de Pz de -22 mV. O estudo de Elamawi et al. (2018)
encontrou o valor de -19,7 mV para as particulas biossintetizadas pelo fungo
Trichoderma longibrachiatum. Omran et al. (2018) relatou o valor de -16,7 mV para
as AgNPs biossintetizadas por Aspergillus brasiliensis.

Acerca do tamanho hidrodinamico, é possivel observar muitos valores que
excedem 100 nm. O didmetro de AgNPs biossintetizadas por fungos muitas vezes
excede esse valor em decorréncia do encapsulamento por biomoléculas fungicas,
como proteinas e enzimas, que atuam como agente redutores durante a sintese
desses materiais. Em relagdo as configuragdes, as amostras advindas de biomassa
livre apresentaram mais valores acima do tamanho ideal quando comparadas com
as amostras advindas de biomassa imobilizada com os suportes.

Sobre o Pdl, muitas das amostras se encontram dentro da faixa ideal de
polidispersdo, indicando alta homogeneidade dos tamanhos das AgNPs
biossintetizadas. Ambas as configuragbes ndo diferem em serem mais ou menos
suscetiveis a valores maiores ou menores de Pdl, sendo bem homogéneas em

ambos os casos.

5. Conclusoes

A biossintese fungica continua de AgNPs em PBR mostrou-se viavel e

fortemente influenciada pelo tipo de suporte empregado. As esponjas de PU se
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destacaram como o material mais eficiente para a sintese, promovendo adequada
adesao da biomassa e permitindo a formacao de AgNPs estaveis.

Em contraste, as pegas de PLA apresentaram menor eficiéncia,
possivelmente devido a limitada fixacdo fungica em sua superficie. Ainda assim, a
natureza biodegradavel do PLA e sua potencial adaptacdo por modificagdes
superficiais o tornam um suporte promissor para demais pesquisas.

Num geral, as amostras em reator apresentaram maiores nanoparticulas, mas
bem estaveis e homogéneas na distribuicdo de tamanhos, tornando este um método
sustentavel auspicioso para ser aperfeicoado e otimizado para uma sintese mais

limpa de AgNPs.
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