UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ‘fﬂ unesp

iy
ATATAY
AT
unesp “JULIO DE MESQUITA FILHO” ﬂlr'*ﬁ IB-CLP
Instituto de Biociéncias
Campus do Litoral Paulista

Implementacéo de reator de leito fixo na desinfec¢édo de dgua contaminada
utilizando nanoparticulas de prata micoldgicas imobilizadas em alginato

Stella Daniels Kovacs

Sao Vicente - SP
2024



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA }ﬁ unesp

S
unesp “JULIO DE MESQUITA FILHO” ;\vﬁ IB-CLP
Instituto de Biociéncias
Campus do Litoral Paulista

Implementacéo de reator de leito fixo na desinfec¢édo de dgua contaminada
utilizando nanoparticulas de prata micoldgicas imobilizadas em alginato

Stella Daniels Kovacs
Orientadora: Prof2. Dr2. Cristiane Angélica Ottoni
Coorientadora: Ma. Carolina Assis da Silva

Trabalho de Concluséo de Curso apresentado ao

Instituto de Biociéncias - Campus do Litoral Paulista da
Universidade Estadual Paulista “Julio Mesquita Filho”, como
parte dos requisitos para obtencéo do grau de Bacharel em
Ciéncias Biologicas com habilitacdo em Biologia Marinha

Sao Vicente - SP
2024



Kovacs, Stella Damels
K881 - . . . . . -
Implementaco de reator de leito fixo na desinfeccdo de agua contaminada utilizando
nanoparticulas de prata micologicas imobilizadas em alginato / Stella Daniels Kovacs.
-- Sdo Vicente, 2024

26 p. : fotos

Trabalho de conclusdo de curso (Bacharelado - Ciéncias Biologicas) - Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Instituto de Biociéncias, Sdo Vicente
Orientadora: Cristiane Angélica Ottoni

Coorientadora: Carolina Assis da Silva

1. Bionanoparticulas. 2. imobihizagdo em alginato. 3. reator de leito fixo. 4.

Pseudomonas aeruginosa. 5. tratamento de dgua. L. Titulo.

Sistema de geragdo automatica de fichas catalogrificas da Unesp. Dados fornecidos pelo autor(a).




Sumario

] = o [N o 1V = S TP TPPPPURPPTTTT 5
Fa e = To LYot T o L= ] o 1 USSP 6
YIS U 0 o RSP PTT TR 7
A D ST AT .. 8
RO I ] 4 o T 1¥ [ oF- To R T TR 9
2 o] = A o PP PP PPPPPPPPPPPPPP 11
3.0 MAteriaiS € METOAOS. ... .uuiiiiiiieeeiiiiiit ettt e e e e e e e e r e e e e e e e e annnnnees 11
3. L. Ml CTOTGANISIMIOS ..t 11

G 70 It O 1 o o OSSP 11

O B = 7= Tox (=] - VTP UTTT PP PP 12

3.2. BiOSSINtESE A AQNP ..oeeei e e 12
3.3. Encapsulac@o em gel alginato...........uuuuuuuuumiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 13

3.4. Implementacéo do reator de leito fixo empacotado com AgNPs imobilizadas... 13

3.4.1. Aparato eXPerimental .........ceiiiiiiiiiice e 13
3.4.2. Avaliag@o dos parametroS OPEeraCiON@IS .......evvvvviieiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeees 14
4.0 RESUITAU0S © DiSCUSSEO ..uuuuuuuiuuuuuuuuuuinuniutunuuueannuesnssssnssssssssssssnssssssssssssssnsssssssssnnssnnnsnnns 14
4.1 Biossintese e caracterizacdo das AgNP na forma coloidal............cccccceeeniiiinnnnne. 14
4.2 Encapsulagcdo em gel alginato........coooeeeieeeee e 16
4.3 Implementacdo de um sistema de tratamento de agua, por fluxo continuo,
usando reator de leito fixo recheado com NPs encapsuladas............cccccceeeeeeiiiniiinnn, 17
I O 0T g o 1T 1Y 0 1= PSSP 22

R I N CIAS .. eee et e e e e 23



Lista de Figuras

Figura 1 - Estrutura do reator de 1€it0 fiX0..........ouuuvurmiiiiiiiiii e 14
Figura 2 - Fungo Aspergillus niger IBCLP20 ..........coooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 15
Figura 3 - BioSSINtESe de AGNP ... 16
Figura 4 - Micrografia de microscopia eletrénica de transmissdo de nanoparticulas16
Figura 5 - Encapsulagio em gel alginato..............eeeviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 17
Figura 6 - Efeito da concentragao do afluente.............ccccoiiiiii e, 18
Figura 7 - Efeito de altura do 1€1t0..........cooeiiiiiiiiii e 20

Figura 8 - Efeito da vazado volumétrica de alimentagao...........cccceeeerviiiiieeeeeiiiiiieenn. 21



Agradecimentos

Gostaria de oferecer meus sinceros agradecimentos:

A minha familia, pelo apoio e incentivo;

A Professora Cristiane Angélica Ottoni pela oportunidade oferecida em seu
laboratorio;

Aos colegas de laboratério, especialmente a Carolina Assis da Silva pelo apoio;
A Universidade Estadual Julio Mesquita Filho (UNESP) por proporcionar a
infraestrutura para o experimento e oportunidade de aprendizado;

Ao IEAMar pela infraestrutura e oportunidade de aprendizado;

Ao Instituto de Pesquisa Tecnoldgica do Estado de S&o Paulo (IPT) pelo material
bioldgico cedido;

Ao CNPQ e a reitoria da UNESP pelo apoio financeiro.



Resumo

O acesso a agua potavel e ao saneamento basico € um direito humano fundamental,
essencial para manter uma saude digna, habitacao, nutricdo e preservacdo ambiental.
No entanto, o acesso desigual e o fornecimento inadequado de agua potavel expdem
as populagbes a uma vulnerabilidade extrema, aumentando o risco de doencas
transmitidas pela 4gua. Neste sentido, o estudo teve como objetivo avaliar diferentes
parametros operacionais de um reator de leito fixo (PBR), empacotado com
nanoparticulas de prata (AgNPs) fungicas, encapsuladas em gel de alginato de calcio,
para o tratamento de dgua contaminada com as bactérias patogénicas Escherichia
coli IPT245 e Pseudomonas aeruginosa IPT365. As AgNPs fungicas foram
inicialmente caracterizadas por espalhamento dinamico de luz (DLS), potencial zeta
(PQ), indice de polidispersao (PDI) e microscopia eletrénica de transmissdo (MET).
ApOs a caracterizacao, as AgNPs foram imobilizadas em alginato de céalcio (AgNPsac)
e inseridas no reator PBR onde os parametros de concentragdo do contaminante
(afluente), altura do leito (50% e 100%) e vazao volumétrica (1,0 ml/min, 4,0 ml/min e
7,0 ml/min) foram avaliados. As AgNPsac apresentaram forma esférica e tamanhos
compreendidos entre 37,4-67,4 nm. Com relacdo aos parametros avaliados em reator
PBR, as AgNPsac, apresentaram efeito bactericida nas concentra¢des do afluente
entre 103-10* UFC-ml™ contra as duas bactérias IPT245 e IPT365 durante as 8 h do
experimento. Nas duas alturas do leito estudadas, 100% e 50%, a eficacia do PBR foi
mantida. As vazdes volumétricas de alimentacdo de 1 ml/min e 4 ml/min apresentaram
inibicdo de cerca de 100% do crescimento para ambas as bactérias. Diante dos
resultados obtidos, o sistema proposto se apresenta para o tratamento de agua

contaminada com agentes patogénicos, contudo, mais estudos s&0 necessarios.

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

Pseudomonas aeruginosa, tratamento de agua.



Abstract

Access to drinking water and basic sanitation is a basic human right, essential to
maintain public health, housing, nutrition and environmental conservation. However,
unequal access and inadequate drinking water supply expose populations to extreme
vulnerability, increasing the risk of waterborne diseases. In this regard, the present
study aimed to analyze different operational parameters of a packed-bed reactor
(PBR), packed with mycological silver nanoparticles (AgNP), encapsulated in calcium
alginate, to treat water contaminated by pathogenic bacteria Escherichia coli IPT245
and Pseudomonas aeruginosa IPT365. The fungal AgNP were initially characterized
by dynamic light scattering (DLS), zeta potential (P{), polydispersity index (PDI) and
transmission electron microscopy (TEM). After the characterization, the AgNP were
immobilized in calcium alginate (AgNPsac) and filled into the PBR reactor where the
parameters of contaminant concentration (influent), catalyst masses (50% and 100%)
and volumetric flow rate (1,0 ml/min, 4,0 ml/min e 7,0 ml/min) were analysed. The
AgNPac presented a spherical shape and size comprehended between 37,4-67,4 nm.
In relation to the aforementioned PBR reactor parameters, the AgNPac presented
bactericidal effect on the influent concentrations of 103-10* CFU-mlI™* against both
bacteria IPT245 and IPT365 throughout the 8 h of experiment. On both catalyst
masses studied, 100% and 50%, the PBR efficiency was maintained. The volumetric
flow rates of 1 ml/min and 4 ml/min presented bacteria growth inhibition of almost 100%
for both bacteria. In regards to the obtained results, the proposed system presents
itself for water contaminated by pathogenic agents treatment, however, more studies

are needed.

Keywords: Bionanoparticles, immobilization in alginate, packed-bed reactor,

Pseudomonas aeruginosa, water treatment.



1.0 Introducgéo

Saneamento indevido € um problema, ainda nos dias de hoje, que acomete
muitas populacdes de paises em desenvolvimento (Mukherjee et al., 2019; United
Nations, 2020). Segundo a Organizacao das Nacdes Unidas (ONU), em 2017, 4,2
bilhdes de pessoas globalmente ndo tinham acesso a saneamento adequado, destes
sendo 2 bilhdes sem saneamento basico (United Nations, 2020).

A Agenda 2030 para o desenvolvimento sustentavel, proposta pela ONU, conta
com os objetivos de desenvolvimento sustentavel (ODS) que trata de alguns desafios
de desenvolvimento enfrentados globalmente e almeja que sejam conquistados até
2030. Deste modo, o sexto ODS refere-se ao acesso a saneamento basico adequado
(ONU, 2015).

Com isso, 0 Ministério da Saude com a portaria n°® 2.914/2011 (Ministério da
Saude, 2011), determina que na agua disponivel para consumo humano deve ser
analisada a auséncia de coliformes fecais totais e Escherichia coli em 100 ml de
amostra. Ja para bactéria Pseudomonas aeruginosa, a Agéncia Nacional da Vigilancia
Sanitéaria divulgou a resolu¢do RDC n° 275/2005 (Anvisa, 2005) que, ao analisar cinco
unidades de amostras individualmente, determinou que s6 poderia haver um resultado
positivo, ndo devendo exceder 2 UFC/ml de amostra. A espécie E. coli € uma bactéria
patogénica muito utilizada como indicador de contaminacdo da &gua, por ser
encontrada no trato intestinal de alguns mamiferos, como 0s humanos, e por existirem
métodos de identificacdo robustos (Gomes et al., 2016). A bactéria patogénica P.
aeruginosa, conhecida por formar biofilme robusto e resistente a antibidticos, pode ser
encontrada principalmente em agua contaminada, onde se alimenta de dejetos
organicos (Jurado-Martin et al., 2021).

A bactéria E. coli é amplamente utilizada como indicador de contaminacéo
fecal, como posto anteriormente, por ser uma bactéria conhecida e amplamente
estudada. A E. coli também prové uma deteccdo mais especifica de contaminacéo
fecal quando comparada com outros coliformes fecais, e pode ser relacionada com
efluentes domésticos (Lim et al., 2022). A outra bactéria a ser utilizada, P. aeruginosa,
€ oportunista, sendo especialmente perigosa para pessoas imunocomprometidas,

podendo causar pneumonia, ceratite e diversas infeccbes em outros 6rgéos. Ela pode
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ser adquirida pelo ambiente, por contato com pessoas infectadas, por meio de lesdes
ou por via aérea. Esta bactéria pode sobreviver em ambientes que seriam hostis para
outras bactérias, como locais com fontes de carbono limitada e tmidos (Planet, 2018).

Dentro desse contexto, as nanoparticulas de prata (AgNPs) apresentam uma
comprovada acdo antimicrobiana, e propriedades que previnem a formacdo de
biofilme, além de apresentarem baixa citotoxicidade em células de mamiferos
(Agnihotri et al., 2019). As AgNPs também apresentam capacidade de agir contra E.
coli rapidamente, o que pode ser atribuido a sua grande capacidade antimicrobiana,
assim como posto anteriormente, e por apresentar esta caracteristica mesmo contra
bactérias resistentes a antibiéticos (Agnihotri et al., 2019). Por isso, sdo consideradas
agentes promissores para o tratamento de 4gua contaminada.

A origem das AgNPs pode ser por meios sintéticos ou biolégicos. O primeiro
inclui meios fisicos ou quimicos; os fisicos apresentam a vantagem de néo liberar
componentes toxicos, porém exigem um custo de energia e producdo muito alto, ja os
quimicos séo de baixo custo, porém liberam residuos toxicos (Sofi et al., 2021). O
segundo apresenta um menor impacto ambiental durante a sintese realizada por
microrganismos e posteriormente, quando exposto ao meio ambiente e, também, um
menor custo de energia e producao (Singh et al., 2020). As AgNPs podem apresentar
forma regular ou irregular, com dimensodes entre 1-100 nm. Alguns dos mecanismos
de toxicidade destas nanoparticulas (NPs) estdo associados com a liberacdo de ions
de prata (Ag") (Truu et al., 2022) e a desativacdo/morte de microrganismos. Isto pode
ocorrer de duas formas: A primeira é pela alta area de superficie, e a segunda é por
encapsulamento com varios tipos de grupos quimicos reativos que aumentam a
afinidade com a superficie dos microrganismos alvo, que entdo rompem a membrana
celular do organismo (Bhardwaj et al., 2021).

Isto posto, os hanomateriais como as AgNPs de origem biol6gica vem sendo
cada vez mais estudados por apresentarem um menor impacto ambiental quando
comparados com NPs de origem sintética (Singh et al., 2020). Podendo ser
sintetizados a partir de extratos de plantas, algas, bactérias, e fungos filamentosos
(Ffs) que séo evidenciados por serem excelentes agentes redutores na sintese de
NPs, devido a diversidade, alta capacidade de secrecdo de enzimas extracelulares,
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facil crescimento, cultivo e manutencdo em laboratorio, além de possuirem potencial
de ampliacdo de escala em sua producao (Neethu et al., 2019).

Contudo, as NPs metélicas em sua forma coloidal possuem propensao a
aglomeracao, diminuindo assim sua eficiéncia e propriedades antimicrobianas. Desta
maneira, ha a aplicacdo da imobilizacdo desses nanomateriais em materiais nao
toxicos como o alginato, muito utilizado como agente de encapsulagéo (Arroyo et al.,
2020) o que evita a aglomeragcdo das NPs e mantém por um maior periodo suas
propriedades, inclusive a reutilizacdo desse nanomaterial em processos como o
tratamento de agua potavel (Mazumder et al., 2019). Por conta disso, quando
encapsuladas possuem aplicacbes como empacotamento de reator em leito fixo
(PBR), aumentando assim o contato entre o fluido e as NPs, além da possibilidade de
aumentar o volume de afluente a ser tratado mediante uso de leitos fixos conectados
em série (Fogler, 2012). Diante disso, este projeto busca o tratamento de agua por
meio de um PBR, com um processo de custo mais baixo e maior sustentabilidade
ecoldgica, por utilizar NPs de origem bioldgica encapsuladas. Além de atender ao
sexto objetivo de desenvolvimento sustentavel da Agenda 2030, por possivelmente
promover 0 acesso ao saneamento basico e a agua potavel de qualidade e de baixo

custo.

2.0 Objetivo
Implementar um reator de leito fixo empacotado com AgNPs biolégicas
imobilizadas em gel alginato de sodio para desinfeccdo de agua contaminada por

bactérias patogénicas.

3.0 Materiais e métodos

3.1. Microrganismos

3.1.1. Fungos

A linhagem Aspergillus niger IBCLP20 pertencente a Colecdo de Cultura do
Laboratorio de Micologia e Aplicagcbes Biotecnolégicas e Nanotecnoldgicas
(MICOBIONANOTEC) foi isolada de sedimento marinho proveniente da Baia do
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Aracd, Sao Sebastido-SP. A manutencdo da linhagem ocorreu utilizando meio de
cultura batata dextrose agar (BDA), sendo mantida a 4 °C e renovada mensalmente.

O processo de biossintese de AgNP foi realizado por via extracelular utilizando a
linhagem Aspergillus niger IBCLP20, isolada de sedimento marinho. A caracterizacao
foi continua, através das técnicas de Microscopia Eletronica de Transmissédo (MET),
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Espalhamento de Luz Dinamico (DLS),
Potencial Zeta (P{) e indice de Polidisperséo (PDI), a fim de assegurar a sua eficiéncia

em termos de atividade antimicrobiana e comportamento no ambiente aquatico.

3.1.2. Bactéria

As bactérias gram-negativas potencialmente patogénicas Escherichia coli
IPT245 e Pseudomonas aeruginosa IPT365 foram cedidas pelo Instituto de Pesquisa
Tecnologica do Estado de Sao Paulo (IPT). Os microrganismos foram crescidos
‘overnight” em meio de cultura Trypticase Soy Broth (TSB), composicéo final (g-17%):
peptona bacterioldgica (17,0), peptona de soja (3,0), glicose (2,0), cloreto de sodio
(5,0), fosfato de dipotassio (2,0); e as culturas mantidas em -80 °C através do método
de preservacédo em glicerol 60% estéril e renovados semanalmente. Para os ensaios
em reator, a concentracao celular foi ajustada a 10®* UFC/ml; 10* UFC/ml; e 10°
UFC/ml.

3.2. Biossintese de AgNP

O extrato fungico foi preparado a partir da insercdo de 5 discos de 6 mm da
coldnia de crescida em Batata Dextrose Agar (BDA) em um frasco Erlenmeyer de 250
ml contendo 50 ml de meio de cultura Malte glicose extrato de levedura Peptona
(MGLP) liquido, composicéo final (g-171): extrato de malte (3,0), glicose (10,0), extrato
de levedura (3,0), peptona bacterioldgica (17,0). Apos 72 horas em condi¢cdo padrao
de agitacéo de 150 rpm a biomassa crescida foi filtrada e lavada com 300 ml de agua
deionizada estéril. Cerca de 5 g de biomassa Umida foi transferida a um novo
Erlenmeyer de 250 ml contendo 50 ml de 4gua deionizada estéril e mantida a agitagédo
de 150 rpm até sua filtragdo, apos 72 horas, realizada em papel filtro Millipore (3 pm).
Por fim, o extrato resultante foi transferido a um novo frasco Erlenmeyer de 250 ml

para a adicdo de solucéo de 1 ml de nitrato de prata (AgNO3) na concentragdo 100
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mM para a realizacdo da biossintese. Essa solucao foi mantida em ambiente isento
de luz & agitacdo de 150 rpm, por um periodo de 72 horas. Para o controle, 0 mesmo
procedimento foi adotado, contudo, com a biomassa autoclavada apds o crescimento
em MGLP.

3.3. Encapsulacdo em gel alginato

As microcapsulas foram obtidas por gelificacdo ionotropica com alginato de
sadio de baixa viscosidade de acordo com Pereira et al. (2019) e Pereira et al. (2018).
A solucédo do biopolimero foi preparada solubilizando 4 % (p/v) de alginato de sodio
em 12 ml de AgNP bioldgica. Posteriormente, a solucdo de biopolimero (100 ml) foi
gotejada em 100 ml de uma solucéo aquosa de cloreto de calcio (0,14 M). O sistema
foi mantido sob agitacdo magnética (200 rpm) por 1 min. Apdés o processo de
gelificacdo, as microcapsulas foram filtradas utilizando uma bomba a vacuo 5005
(NEVONI).

3.4. Implementacao do reator de leito fixo empacotado com AgNPs
imobilizadas

3.4.1. Aparato experimental

O aparato experimental foi constituido por uma bomba peristaltica, com
controle de vazao volumétrica utilizada para alimentar o afluente (agua contaminada
com bactérias patogénicas Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa) em fluxo
ascendente, por meio de uma tubulacéo de silicone (0,5 cm de diametro) até a entrada
do reator PBR. O afluente foi mantido em banho maria com circulacdo 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, cujas AgNP
biologicas, com diametros previamente definidos, constituiram o seu leito. A
temperatura do processo foi controlada no reator por uma jaqueta térmica mediante
circulacdo de &gua oriunda de um banho termostatizado, a 37°C. 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. A coleta das amostras foi realizada na saida superior do reator e foram

analisadas por meio da contagem de UFC apds 24hrs.
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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, AgQNP, AgNO5); (5) retirada da amostra;

(6) entrada de agua do banho maria; (7) saida de agua do banho maria.

3.4.2. Avaliacao dos parametros operacionais

Para a implementacdo do processo continuo para desinfeccdo de agua
contaminada, foram avaliados os seguintes parametros do reator PBR: altura do leito
fixo (50 % e 100 % da altura total do leito), vazédo volumétrica de alimentacéo (1,0
ml/min, 4,0 ml/min e 7,0 ml/min), concentracdo do afluente (dgua contaminada nas
concentragdes de 10° UFC/ml; 10* UFC/ml e 10° UFC/ml) e a temperatura do processo

foi mantida em 37 °C.

4.0 Resultados e Discussao

4.1 Biossintese e caracterizacado das AgNP na forma coloidal
A biossintese de NPs apresenta um menor impacto ambiental durante o
processo e quando exposto ao meio ambiente e, também, um menor custo de energia

e producdo quando comparados com os métodos sintéticos de producdo de NPs
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(Singh et al., 2020). A utilizacdo da sintese bioldgica de NPs pode ser considerada
mais econdmica e ecologicamente sustentivel, pela alta disponibilidade de
microrganismos e menor liberacdo de residuos toxicos no ambiente. Este método esta
associado com a habilidade de absorver e acumular ions metalicos pelos
microrganismos e a presenca de agentes de nivelamento que estabilizam a NP e
diminuem a aglomeracéo (Ndaba, et al. 2022).

As caracteristicas fisico-quimicas das NPs podem influenciar sua acéo,
portanto a caracterizacdo € de grande importancia, ja que permite melhor
compreensao das suas propriedades e mecanismos de acdo. A sua toxicidade pode
ser afetada pelo tamanho, aglomeracdo, carga e morfologia; sdo fatores que
influenciam a &rea de superficie da NP e bioacumulacdo do material (Assis da Silva,
et al. 2022).

Figura 2: Fungo Aspergillus niger IBCLP20 crescido em meio BDA.
O fungo Aspergillus niger (IBCLP20) foi inoculado em placas contendo meio

BDA, mantidos na estufa a 30 °C por um periodo de sete dias e entdo armazenado na
geladeira. A formacdo de AgNP pelo IBCLP20 foi inicialmente confirmada por
deteccéo visual de uma cor amarronzada tipica (Figura 3) e por outros parametros.
Por imagem obtida por MET (Figura 4) a AgNP do IBCLP20 tem uma forma esférica
e tamanho ao redor de 37.4-67.4 nm. Em dispersdo na agua, AgNP de IBCLP20 de
tamanho hidrodindmico, determinado por DLS, foi 80.5 nm, o P foi 38.56 e o PDI foi
0.215. Considerando que estas medidas ocorreram mensalmente por um periodo de
6 meses, AgNPs IBCLP20 foram considerados estaveis com um valor constante para

todos os parametros analisados.
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Figura 3: Biossintese de AgNP. 5 discos de 6 mm da colénia de crescida em BDA em frascos

Erlenmeyer de 250 ml contendo 50 ml de meio de cultura MGLP liquido para a biossintese de AgNPs.

‘0. "..4'...';.. iﬁ"

. .8 S ol
Figura 4: Micrografia de microscopia eletrénica de transmissédo (MET) de NP metdlicas em suspenséo,

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

4.2 Encapsulacédo em gel alginato

A encapsulacdo em gel alginato evita a aglomeracdo das NPs e mantém por
um maior periodo suas propriedades, inclusive a reutilizacdo desse nanomaterial em
processos como o tratamento de agua potavel (Mazumder et al., 2019; Agnihotri et al.,
2019). O alginato como agente imobilizante € um polimero que pode ser obtido de
algas marrons que apresenta alta biocompatibilidade com as AgNPs. Por ser um
composto abundante na natureza, a sua obtencdo ndo apresenta alto custo
econ6mico (Alavi et al., 2019). A encapsulagéo, além de aumentar a eficiéncia do
sistema, também diminui os riscos ambientais provenientes da liberacao de material
toxico (Barthi et al., 2019).
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Figura 5: Encapsulacéo em gel alginato. A solu¢cdo com gNO3 a 1mM foi gotejada, com o uso de uma
bomba peristaltica, em 100 ml de uma solu¢éo aquosa de cloreto de calcio (0,14 M) usando uma seringa
de infusdo intravenosa. O sistema foi mantido sob agitagdo magnética para otimizar a encapsulagao

em gel alginato.

4.3 Implementagdo de um sistema de tratamento de agua, por fluxo continuo,
usando reator de leito fixo recheado com NPs encapsuladas

Foram realizados ensaios de concentragdo de afluente contaminado com E.
coli IPT245 e P. aeruginosa IPT365 nas concentragdes de 10 UFC/ml a 10° UFC/ml
em reator de leito fixo (PBR) utilizando as AgNPsac, seu precursor (AgNOsac), 0
agente imobilizante, alginato de calcio (AC), e controle negativo com pérolas de vidro

(Fig. 6) visando o tratamento de agua.
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Figura 6: Efeito da concentrac¢éo do afluente Escherichia coli IPT245 (A,C,E) e Pseudomonas
aeruginosa IPT365, (B,D,F) em um reator PBR preenchido a 100% com AgNPsac para a
descontaminagdo de agua. Alginato de calcio (AC) (e), AQNOsac (A ),AgNPsac (m) e controle (#).

Conforme apresentado nas Figuras 6A e 6B, o reator PBR 100% empacotado
com AgNPsac e operado em fluxo continuo de 4,0 ml/min do afluente (E. coli IPT245)
nas concentragdes de 103 e 10* UFC/ml, apresentou 100% de inibicdo no crescimento
microbiano nas 8 h de ensaio. Resultados similares foram obtidos com o reator
operado nas mesmas condi¢cdes utilizando o afluente constituido por P. aeruginosa
IPT365 (Fig. 6B e 6D). Em contrapartida, o metal precursor encapsulado em nitrato de
prata (AgNO3AC) nédo apresentou a mesma toxicidade quanto as AgNPsac nas
concentragdes 10* e 10° UFC/ml (Fig. 6C, 6D, 6E e 6F). Muito embora ambos os
compostos sejam toxicos, a toxicidade das AgNPsac foi mais pronunciada.

Quando o reator foi operado com os afluentes constituidos por ambas as

bactérias na concentragao de 10° UFC/ml a eficiéncia de 100% do reator ocorreu
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apenas nas 3 primeiras horas de operacdo (Fig. 6E e 6F). Ambas apresentando
aumento gradual do crescimento celular apés este periodo. Isto pode ocorrer j4 que a
efichcia da AgNPsac depende, dentre outros fatores, da concentracdo do
microrganismo (Bahcelioglu et al., 2021). De acordo com alguns estudos (Tan et al.,
2018; Hong et al., 2016; Zhang et al., 2016), a eficiéncia de AgNPs sintéticas na faixa
de concentracdo microbiana superior a 10* UFC/ml apresentam menor efeito
antimicrobiano. Na pesquisa de Tan et al. (2018) a nanoparticula metélica foi eficiente
na inativacdo da bactéria a depender da concentracdo. Em concentracdes maiores,
como de 10° UFC/ml, a inativacdo da bactéria foi menos de 50% e na menor
concentracado de 103 UFC, nas mesmas condi¢fes, a inativagcdo aumentou em 10%.
Isto esta de acordo com os resultados obtidos com a implementagdo do reator no
presente estudo, no entanto o sistema perdeu eficiéncia ao longo do tempo, porém
com a capacidade de inativar as bactérias nas primeiras horas.

De acordo com Karimi et al. (2017), a toxicidade das AgNPs esté relacionada
com a liberacdo de ions de prata. Conforme Khan et al. (2022) as AgNPs liberam ions
Ag™* de forma lenta e eles causam danos celulares tanto no DNA quanto na membrana
celular da bactéria, contudo, ndo causam danos as células de mamiferos. Segundo
Bhardwaj et al. (2021), o encapsulamento aumenta a afinidade com a superficie do
microrganismo alvo. Em acréscimo, o0 encapsulamento das AgNPs em AC
potencializou o funcionamento das AgNPsac, possivelmente por diminuir a
aglomeracéo, prolongando a atividade das AgNPs atividade (Gongalves et al., 2016;
Mazumder et al., 2019).

Para ambas as bactérias, o AC ndo apresentou efeito toxico. Diversos autores
(Ching et al., 2017; Kumar et al., 2014), descrevem que o AC como um excelente
agente encapsulante devido a sua baixa toxicidade, estabilidade e reconhecida
biodegradabilidade.

A altura do leito pode influenciar na atividade da AgNPsac. Deste modo, foram
realizados ensaios com o reator PBR empacotado com AgNPsac, AgNOzac, AC
(controle positivo) e esferas de vidro nas alturas do leito de 50% (8,75 g) e 100%
(17,59). O reator foi operado em fluxo continuo de 4,0 ml/min do afluente constituido

por E. coli IPT245 ou P. aeruginosa IPT365 na concentracao de 102 UFC/ml.
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Conforme apresentado nas Figuras 7A e 7B, foi determinada uma taxa de
inibicdo no crescimento de E. coli IPT245 de 100% em ambas as alturas de
empacotamento do reator. Resultados similares foram obtidos com o reator operado
nas mesmas condicdes utilizando o afluente constituido por P. aeruginosa IPT365
(Fig. 7C e 7D). No entanto, como representado na Figura 7C, o reator empacotado a
50% de AgNPsac ndo apresentou inibicdo do crescimento celular do organismo nas
3 primeiras horas de operacéo, apos esse periodo, a inibicdo de crescimento foi de
100%.
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Figura 7: Efeito da altura do leito em um reator PBR preenchido a 100% (B,D) e 50% (A,C)
com AgNPsac para a descontaminacédo de agua. Alginato de calcio (AC) (e), AgQNOsac (A ), AgNPsac

(m) e controle (#).
Outro fator que pode influenciar a atividade da AgNPsac é a vazao
volumétrica de alimentagéo do reator PBR. Portanto, foram realizados ensaios com o
reator PBR empacotado com AgNPsac, AQNOszac, AC (controle positivo) e esferas de
vidro na altura do leito 100% (17,59) e operado em fluxo continuo de 1,0 ml/min, 4,0
ml/min e 7,0 ml/min do afluente constituido por E. coli IPT245 ou P. aeruginosa IPT365
na concentragcéo de 103 UFC/ml.
Segundo indicado nas Figuras 8A e 8C, o reator PBR 100% empacotado com
AgNPsac, em fluxo continuo de 1 ml/min e 4 ml/min, do afluente (E. coli IPT245),
apresentou 100% de eficiéncia operacional durante todo o periodo de ensaio.

Resultados similares foram obtidos com o reator operado nas mesmas condi¢oes
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utilizando o afluente constituido por P. aeruginosa IPT365 (Fig. 8B e 8D) e, também,
em fluxo continuo de 7ml/min do mesmo afluente conforme Figura 8F. Resultados
similares foram obtidos com o reator empacotado com o precursor (AgNO;ac) operado
nas mesmas condi¢des utilizando o afluente constituido por P. aeruginosa IPT365 ou
E. coli IPT245 (Fig. 8A, 8B, 8C, 8D e 8F).
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Figura 8: Efeito da vazdo volumétrica de alimentacdo de 1ml/min (A,B), 4ml/min (C,D) e
7ml/min (E,F) em um reator PBR preenchido a 100% com AgNPsac para a descontaminagao de agua.
Alginato de calcio (AC) (), AgNOzac (A ), AGNPsac (m) e controle (#).

Entretanto, o reator PBR 100% empacotado com AgNPsac, em fluxo continuo
de 7 ml/min do afluente (E. coli IPT245) ndo exibiu inibicdo do crescimento celular
(Fig. 8E). Resultados similares foram obtidos reator empacotado com o precursor
(AgNO3ac) operado nas mesmas condic¢des (Fig. 8E). Conforme Khan et al. (2022) as
AgNPs liberam ions Ag* de forma lenta, portanto, o crescimento celular pode ocorrer
pelo pouco tempo de contato do afluente com o encapsulado o que diminui a interacao

com os ions Ag®.



22

5.0 Conclusdes

E possivel inferir que as AgNPs apresentam eficiéncia contra ambas as
bactérias patogénicas estudadas onde os melhores resultados foram obtidos na
concentracédo do afluente até 10* UFC/ml, em ambas as alturas do leito, na maioria

das vazoes volumétricas analisadas. No entanto, mais estudos devem ser realizados.
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