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Resumo

As nanoparticulas de prata (AgNPs) afetam diretamente os ambientes aquaticos. Uma
maneira de mitigacdo € a sua sintese verde, realizada através de organismos biologicos, a qual
promove a biocompatibilidade com organismos. A biossintese de AgNPs através do bagaco da
cana de agUcar se torna uma producéo sustentavel, visto que o bagaco é considerado um residuo
agroindustrial e seu uso diminui impactos ambientais. O uso de revestimentos poliméricos para
as nanoparticulas, como o cloreto de polidialildimetilamoénio (Pdadmac), aumenta a
estabilidade superficial e diminui a toxicidade para os diferentes géneros. Diante desse
contexto, foi avaliada a toxicidade de AgNPs produzidas através do bagago da cana e revestidas
com Pdadmac na espécie de microalga dulcicola Chlorella fusca em concentracdes
compreendidas entre 0.85-6.8 pL durante 7 dias. O ensaio foi realizado em duplicata em frascos
Erlenmeyer a partir da concentracdo algal de 1,0x10* cel/ml. A determinagdo do crescimento
celular de C. fusca foi realizada através da contagem celular com uma cdmara de Neubauer.
Dos trés compostos analisados (AgNP, Pdadmac e AgNP Pdadmac), AgNP apresentou uma
menor toxicidade apds 168h de ensaio, apresentando ser uma alternativa eficiente a sintese de
nanoparticulas de prata. Os compostos Pdadmac e AgNP Pdadmac apresentaram uma alta
toxicidade. Diante disso, sdo necessarios estudos adicionais em diferentes niveis troficos de
maior complexidade e ambientes a fim de estabelecer uma melhor anélise das AgNPs revestidas

com Pdadmac.

Palavras-Chave: Bagaco da cana-de-acUcar, nanoparticulas de prata biogénicas, cloreto de
polidialildimetilamonio, Chlorella fusca.



Sumario

00 N O OB~ W DN P

B ] 0o 1o o T OSSP SSPSSRSR 7
. ReVISA0 BIDIOGIAFICA .......eoveiiieiiece et 7
@ o1 =1 (1Y TSSO PPR 14
. MALEFIAIS € IMBLOUOS ......cvieieceiccieecte ettt e e s te b e s re e sbe e e e s reesreenee e 14
c RESUITATOS. ...t a e ree s 16
B o0 1Y (o ST PPSUPOPRSOP 20
B 04 Tod 11 (o TP PPUPOPR PSP 22
. Referéncias biblOgrafiCas ..........ccoiiiiiii e 23



1. Introducéo

Nanoparticulas de prata (AgNPs) sdo particulas de tamanho menor que 100 nm,
possuindo propriedades fisicas e quimicas Unicas (Wang, 2016). Possuem aplicacdes em
diversos setores, como téxtil, tecnolégico e farmacéutico (Sendra et al., 2017; Abou EI-Nour et
al., 2010; Zhang et al., 2016). Por conta de sua vasta utilizacdo, é impossivel evitar com que
adentrem o ambiente aquatico, sendo transformadas e transportadas, causando efeitos adversos
na biota destes ambientes (Mahana et al., 2021; Islam et al., 2021). A sua sintese pode ser feita
por vias quimicas, fisicas e bioldgicas. Porém, a bioldgica destaca-se em comparacao a quimica
e fisica por conta da utilizacdo de produtos quimicos relativamente atdxicos, sendo
ecologicamente amigavel (sintese verde) e uma alternativa a utilizacdo na industria, visto que
apresenta menor toxicidade as espécies pela sua alta biocompatibilidade (Silva et al., 2017;
Palithya et al., 2021; Iwuozor et al., 2022). O bagaco da cana-de-agucar pode ser utilizado para
a biossintese de AgNPs, principalmente por ser considerado um residuo agroindustrial e auxiliar
no desenvolvimento sustentavel, reduzindo impactos ambientais (Pinto, 2019; Rai et al., 2021,
Silva et al., 2017; Cordeiro et al., 2020). Além disso, uma maneira de mitigar mais ainda o
impacto das AgNPs é o uso de revestimentos da superficie das nanoparticulas. Muitas
substancias organicas, como polimeros, podem ser utilizadas, sendo selecionadas de acordo
com as suas propriedades individuais (Yang et al., 2012; Najahi-Missaoui et al., 2020; Restrepo
& Villa, 2021). O cloreto de polidialildimetilamdnio (Pdadmac), por ser um polimero, é um
agente estabilizador em potencial, podendo realizar a estabilizacdo e aumentar a
biocompatibilidade das AgNPs. A fim de testar a toxicidade destes compostos, € interessante
utilizar géneros modelo que sofrem diretamente com a a¢do das nanoparticulas, principalmente
por seus produtores estarem localizados em areas de descarga marinha ou estuarina. As
microalgas dulcicolas como a Chlorella fusca representam a base da teia tréfica dos ambientes
aquaticos de agua doce, sendo os primeiros alvos dos poluentes presentes no meio (Moreno-
Garrido et al., 2015). As AgNPs podem ocasionar a inibi¢do do crescimento celular, afetando

o restante da teia trofica e os ambientes aquaticos (Bettio, 2020; Romero et al., 2020).

1. Revisdo Bibliografica
Bionanotecnologia
O prefixo “nano” tem origem etimoldgica grega e significa ando. Esse termo indica
dimensoes fisicas que estdo na ordem de um bilionésimo de qualquer unidade de medida
(Hupffer & Lazzaretti, 2019). A nanotecnologia emergiu como uma area de alto destaque por

conta da sua vasta dimensdo de aplicaces industriais, sendo acompanhada de um rapido
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crescimento na pesquisa cientifica. Ela promove transformacdes e melhorias significativas em
diversas areas, contribuindo para o bem-estar da sociedade nos termos como seguranca
alimentar e medicina, alterando significativamente a dinamica social, condigdes econdmicas e
a vida humana (Haleem et al., 2023; Kargozar & Mozafari, 2018).

A bionanotecnologia € uma das aplicagdes da nanotecnologia, a qual integra varias
ciéncias, como a fisica, quimica, biologia e dos materiais. E utilizada para criar materiais,
dispositivos e sistemas utilizados para estudar sistemas bioldgicos e desenvolver tecnologias, a
fim de utilizd&-las no campo bioldgico. Existem diversos produtos provindos da
bionanotecnologia que séo utilizados, como os sistemas de materiais em nanoescala com
nanoparticulas (AgNPs, AuNPs, entre outros) e moléculas bioldgicas, possuindo varias

aplicacdes em todos os setores industriais (Nagamune, 2017; Silva et al., 2017).

Nanoparticulas de prata (AgNPs)

Nanomateriais manufaturados assim como as nanoparticulas (NPs) sdo definidos como
materiais em que pelo menos uma dimensao possui um tamanho menor do que 100 nm. Nesta
nanoescala, 0s nanomateriais apresentam propriedades fisicas e quimicas unicas, tais como uma
elevada area superficial e efeitos de tamanho em nanoescala, sendo amplamente utilizados em
produtos comerciais (Wang, 2016).

As nanoparticulas de prata (AgNPs) sdo uma forma especial de prata metalica. Sua
capacidade de liberacdo de ions Ag" pela superficie da particula faz com que ela seja tao
produzida e utilizada em diversos setores (téxtil, tecnoldgico, alimentar, produtos de consumo,
sensores, entre outros), e principalmente em aplica¢fes contra agentes microbianos (Sendra et
al., 2017; Abou El-Nour et al., 2010; Zhang et al., 2016). Em 2016, a estimativa de sua
producdo mundial foi de 420 toneladas por ano. E essencial garantir que a sua producéo,
realizada em larga escala, seja feita de forma que ndo comprometa 0s recursos naturais vitais e
que aproveite plenamente o seu potencial (Husain et al., 2023).

Cerca de 2500 toneladas métricas de prata sdo descartadas no meio ambiente todos 0s
anos como resultado de residuos e emissdes industriais, com 150 toneladas métricas adicionais
terminando em lodo de esgoto e 80 toneladas métricas indo para cursos de agua superficiais
(Ramzan et al., 2022). E impossivel evitar que as AgNPs saiam do ambiente controlado e
adentrem o meio ambiente para 0os ambientes aquatico, aéreo e aos solos por conta de sua ampla
utilizacdo (Figura 1). Apds adentrar o ambiente aquético, as nanoparticulas sdo transformadas,
transportadas ou migradas para outros ambientes, como por exemplo os sedimentos e a biota
(Mahana et al., 2021; Islam et al., 2021).



Produgio
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Figura 1 - O “ciclo de vida” das nanoparticulas. Adaptado de Islam et al., 2021.

Sintese de AgNPs

A sintese de AgNPs pode ocorrer via processos fisicos, quimicos e biol6gicos. A
adequacéo do seu uso depende de quais propriedades das nanoparticulas serdo utilizadas, visto
que seu tamanho, formato e distribuicdo modificam-se de acordo com o método utilizado para
a sintese. As abordagens fisicas sdo dependentes de alta temperatura, pressédo e alto consumo
de energia, sendo um meio de elevado custo financeiro. Além disso, as abordagens quimicas
utilizam solventes toxicos e geram residuos nocivos para a saude e meio ambiente (Shaik et al.,
2018; Husain et al., 2023; Khodashenas & Ghorbani, 2019). Com isso, a sintese bioldgica, ou
sintese verde, destaca-se por ser ecologicamente amigavel por utilizar produtos quimicos
relativamente atdxicos, biocompativel, impacto ambiental reduzido e de baixo custo para a
sintese de nanomateriais. Sua fonte primaria ou iniciadora da rota € um organismo biol6gico
como plantas, fungos, entre outros (Silva et al., 2017; Palithya et al., 2021; Iwuozor et al.,
2022).



Bagaco de cana-de-agucar

Recentemente, a sintese de nanomateriais realizada através de organismos como fungos,
bactérias, microalgas e plantas ganhou uma maior atencdo. Contudo, quando comparado a
sintese através de microorganismos, a utilizacdo de extratos vegetais € potencialmente mais
vantajosa, visto a facilidade de melhoramento e manutencéo do organismo. Além disso, é um
processo rapido, ndo patogénico e econdémico (Ahmed et al., 2016; Iwuozor et al., 2022). A
habilidade de sintese de nanoparticulas das plantas ocorre por conta da diversidade de
metabolitos presentes, como cetonas, aldeidos, fenois, aminas, acidos carboxilicos e proteinas
presentes em seus extratos. Quase todos os componentes das partes das plantas (sementes,
raizes, folhas e flores) tém sido utilizadas para a extracao de ingredientes ativos e empregadas
na biossintese de AgNPs (Moradi et al., 2021; Khoshnamvand et al., 2020).

De acordo com o 2° levantamento da safra brasileira de 2023/24 da Companhia Nacional
de Abastecimento (Conab), o Brasil possuiu como produgdo da cana—de-agUcar
aproximadamente 653 mil hectares (Conab, 2023), sendo 0 maior produtor do mundo (lwuozor
et al., 2022). A cana-de-agUcar possui uma grande importancia para a producédo de aculcar e
alcool, tendo como sua substancia residual do caule o bagaco de cana-de-agucar, o que sobra
apos retirar o seu liquido. Aproximadamente 270-280 kg de bagaco sdo produzidos a partir de
cada tonelada de cana-de-aclcar processada (Mustafa et al., 2020), sendo composto
majoritariamente por celulose, hemicelulose, lignina e cinzas. A fracdo de celulose isolada
dessas biomassas tem sido explorada na fabricacdo de polimeros e nanomateriais (Pinto, 2019).
O bagaco da cana-de-agucar é considerado um subproduto agroindustrial, e a sua utilizagdo
principalmente para a sintese verde acaba sendo uma via sustentavel, visto que ndo possui valor
econdmico e causa impactos ambientais, podendo, de forma negativa, alterar a biota e interferir
em todo o ecossistema, devido a alta quantidade, lenta degradacéo e a geracdo de subprodutos
toxicos. A sintese bioldgica possui suas bases no desenvolvimento sustentavel, e a crescente
preocupacao em relagcdo ao meio ambiente tem aumentado o interesse cientifico e tecnolégico
por matérias-primas renovaveis na producdo de energia, produtos quimicos e materiais
poliméricos (Pinto, 2019; Rai et al., 2021; Silva et al., 2017; Cordeiro et al., 2020).

A sintese de nanoparticulas de prata envolve a reducdo dos ions de prata e sua
estabilizacdo por uma fusdo de biomoléculas como polissacarideos, vitaminas, aminoacidos,
proteinas, saponinas, alcaloides, terpenos e &cidos fenolicos. A reducdo e alteracdo de ions de
prata em particulas de prata nanométricas deve-se principalmente aos produtos organicos

soliveis em &gua presentes em tais materiais vegetais. Alguns outros fatores também
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desempenham um papel Gnico na biossintese de nanoparticulas de prata, por exemplo, o pH do

meio, pois controla o tamanho da nanoparticula (Iwuozor et al., 2022).

As AgNPs biogénicas possuem uma area de superficie ativa, tamanho pequeno,

formatos diversos, biocompatibilidade, estabilidade, alta solubilidade e menor capacidade de

aglomeracdo. A sua biocompatibilidade e estabilidade estdo relacionadas a seu revestimento

superficial natural, o qual acrescenta outras funcionalidades as nanoparticulas (Rai et al., 2021).

Suas aplicacGes atualmente ocorrem em diversas areas dentro da biomedicina, agricultura e

indastria (Figura 2).

Aplicacies de AgNPs
biogénicas
|
[
Biomedicina Agricultura Industria
Antimicrobianos e . ..
. ... | — Nanofertilizantes | |— Téxtil
antiparasitarios
Tratamento e .. .
— . | Nanofungicidas |}— Tecnologia
diagnostico de cancer
— Medicamentos |}— Nanoinseticidas | Catalise
. Embalagens
L Curativos L] &

alimenticias

Figura 2 - Multiplas aplicacGes de AgNPs biogénicas (Adaptado de Rai et al., 2021).
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Microalgas

As microalgas sdo microrganismos eucariontes ou procariontes autotroficos
fotossintetizantes, que vivem em forma unicelular ou colonial, responsaveis por 40% a 50% da
producgdo priméria liquida global. Além disso, também sdo de fundamental importancia ao
equilibrio ecoldgico, a circulacdo de materiais, o fluxo de energia, a fixacdo de nitrogénio e a
degradacdo da poluicdo. Sao divididas em dois grandes grupos: as bentonicas e as pelagicas, as
quais podem reagir com todos os tipos de materiais particulados, quaisquer que sejam as suas
densidades. Podem habitar todos os ambientes aquaticos (marinhos, salobros e dulcicolas) e até
ambientes extremos, como os permafrosts e solos desérticos. Essa habilidade de crescer em
uma multiplicidade de nichos ecolégicos ndo sé oferece uma utilizagao eficaz dos recursos, mas
também indica um estilo de vida adaptativo com uma diversidade de capacidades metabdlicas
que podem ser aproveitadas (Butler et al., 2020; Vishnivetskaya, 2009; Perera et al., 2018; Lu
etal., 2021).

Esses seres microscopicos representam a base da teia tréfica dos ambientes aquaticos,
implicando que quaisquer poluentes, como as nanoparticulas, podem afetar diretamente ou
indiretamente seus consumidores, pela possivel mortalidade das microalgas ocasionadas pelas
AgNP’s e pela biomagnificagdo (Mariano, et al., 2020; Dolganyuk et al., 2020; Elisabeth et al.,
2021; Déniel et al., 2019). A grande parte dos fabricantes de produtos quimicos em grande
escala que produzem NPs estdo localizados em areas de descarga marinha ou estuarina. Assim,
0s produtores primarios sdo os primeiros alvos dos poluentes presentes no meio, afetando o
restante da teia tréfica (Moreno-Garrido et al., 2015).

Possuem um curto ciclo de vida, rapida capacidade de multiplicacdo celular e uma
estrutura celular simples, sendo muito sensiveis a poluentes, os quais podem alterar o
funcionamento de sua fisiologia e ecologia e nos fornecer o primeiro sinal de impactos ao
ecossistema aquatico. Essas caracteristicas possibilitam as microalgas a serem utilizadas em
ensaios ecotoxicoldgicos e de areas biotecnoldgicas de curta duracdo (Adelere & Lateef, 2021,
Tato & Beiras, 2019; Lu et al., 2021; Sun et al., 2020).

Revestimentos de nanoparticulas para as microalgas

O efeito das nanoparticulas nas microalgas é dependente de seu tamanho, impacto fisico,
estado de agregacdo e dispersdo, concentracdo, caracteristicas quimicas da superficie e de
outros fatores intrinsecos (Nguyen et al., 2020). Revestimentos, por defini¢do, sdo quaisquer
modificacGes, funcionalizagbes ou estabilizacbes aplicadas as nanoparticulas para alterar

seletivamente suas propriedades. Se escolhido corretamente, 0 revestimento proporciona
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biocompatibilidade e afeta o comportamento (por exemplo, estabilidade coloidal) e o destino
das NPs ap6s o seu uso nas células. Com isso, sdo acoplados a sua superficie e podem ser
utilizados para reduzir a energia de superficie, prevenir o aumento das particulas, sua
aglomeracéo e sua dispersdo, sendo considerados agentes estabilizantes e podendo reduzir a
toxicidade das nanoparticulas as microalgas (Yang et al., 2012; Najahi-Missaoui et al., 2020;
Restrepo & Villa, 2021).

Para a escolha de qual revestimento utilizar para diminuir a toxicidade de
nanoparticulas, os materiais devem manter uma elevada estabilidade coloidal desde a etapa de
producdo das NPs em seus meios utilizados paraa produgéo (contendo sais, proteinas, solucbes
tampdo) e aos seus testes em células bioldgicas. Muitas substancias organicas, como polimeros,
polissacarideos e proteinas, ou inorganicas como cloretos e sulfetos podem ser utilizadas, sendo
selecionadas de acordo com as suas propriedades individuais. Por exemplo, o polimero
Polivinilpirrolidona (PVP) vem sendo utilizado para prote¢cdo ambiental, diagnosticos médicos
e controle alimenticio (Fahmy et al., 2019; Najahi-Missaoui et al., 2020).

Chlorella fusca

A microalga dulcicola Chlorella fusca Shihira & R.W. Krauss, pertencente ao filo
Chlorophyta, das chamadas algas verdes, possui clorofilas a e b, e armazena amido no
cloroplasto, geralmente em associacdo com um pirenoide. As Chlorophyta diferem assim do
resto das algas eucarioticas no armazenamento do produto da fotossintese no cloroplasto em
vez de no citoplasma (Lee, 2018). O género Chlorella apresenta células microscopicas com 2—
10 pm de diametro, podendo ser células esféricas, sub esféricas ou elipsoidais, solitarias ou
formando colonias com até 64 células. Sdo peldgicas e encontradas na coluna d’agua,
interagindo com todos os materiais particulados. Possuem uma parede celular rigida, que
preserva a integridade da célula contra ambientes hostis e invasores. Sua reprodugdo ocorre
através de autosporos (Safi et al., 2014).

Muitos estudos de toxicidade sdo realizados com microalgas do género Chlorella. As
diferentes nanoparticulas podem causar muitos efeitos negativos. Nanoparticulas de prata
modificam morfologicamente e fisiologicamente as células, inibem a sintese de clorofila,
causam estresse oxidativo, danos nas membranas celulares e mutagdes, ocasionando a inibigdo
do crescimento (Bettio, 2020; Romero et al., 2020).
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2. Objetivo
Avaliar a toxicidade de AgNPs biogénicas produzidas através do bagaco de cana-de-

acucar sobre a microalga dulcicola Chlorella fusca.

Obijetivos especificos
> Avaliar o crescimento algal de C. fusca apds exposicdo a AgNPs biogénicas,
AgNPs biogénicas revestidas com Pdadmac e o composto Pdadmac;
> Auvaliar a toxicidade de todos os compostos nas concentragdes 0.85, 1.7, 3.4 e
6.8 pL nos tempos 24h, 48h, 72h e 168h na microalga C. fusca.

3. Materiais e Métodos

Nanoparticulas de prata biossintetizadas em extrato vegetal (AgNPs)

As nanoparticulas de prata (AgNP) foram sintetizadas utilizando extrato aquoso do
bagaco de cana—de-actcar (BCA) obtido da Usina Iracema pertencente ao grupo S&o Martinho
localizada em Iracemapolis, Sdo Paulo, Brasil. De maneira simplificada, o BCA foi incorporado
a um volume de agua ultrapura na razdo de 1:20. A mistura foi aquecida a 121 °C por 15
minutos. Posteriormente, com o auxilio de um sistema de filtracdo, o extrato foi filtrado em
papel filtro Whatman (80g/m2-4um). A sintese ocorreu em frascos Erlenmeyer de 250 ml que
continham 50 ml de extrato ajustado a pH 11 e 50uL de solucdo de nitrato de prata (AgNO3)
na concentracdo de 1,0 mM (107 mg/L de Ag). A mistura foi incubada em plataforma orbital

com agitacdo de 180 rpm, temperatura de 30 °C por 24 horas.

Estabilizacéo

As AgNP de bagaco de cana de agucar (AgNPgca) foram modificadas quanto a sua carga
de superficie utilizando o polieletrolito catidnico cloreto de polidialildimetilamonio (Pdadmac)
de carga positiva. A reacdo ocorreu em frasco Erlenmeyer de 250 ml que continha 50 ml de
solucéo coloidal de AgNPs (107 mg/l de Ag) ajustada a pH 9 e 95 pul de solucdo de Pdadmac,
equivalente a 190 mg/l no volume final. A mistura permaneceu incubada a 30°C, sob agitacao
de 180 rpm, por 24 h. As AgNPgca revestidas de Pdadmac foram codificadas de AgNPgsca-

Pdadmac-

Cultivo e manutencao de Chlorella fusca
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As microalgas Chlorella fusca foram cedidas pelo Banco de Microrganismos Aidar &
Kutner (BMAK) do Instituto Oceanogréafico da Universidade de Sao Paulo (I10-USP).

Todas as microalgas foram cultivadas no meio de cultura Bold Basal Medium (BBM),
e mantidas em frascos erlenmeyer na temperatura 24+1 °C na Estufa B.O.D. da marca
Novatecnica, modelo NT 703, em um ciclo claro:escuro 12:12 controlado por temporizador
com uma luz LED branca fria 5740 lux ou 77.45 umol/s/m2. Foram realizados repiques

semanais da C. fusca, com uma proporcdo de 1:1 de microalga e meio.

Ensaio de ecotoxicidade de microalgas em frascos Erlenmeyer

O ensaio de ecotoxicidade dos compostos biogénicos em microalgas foi realizado com
0 objetivo de mensurar o crescimento celular apds exposicao as solucbes de AgNP, AgNP
Pdadmac e Pdadmac. Utilizando frascos Erlenmeyer, foram colocados 50 mL do meio de
cultura BBM e o in6culo da alga na fase exponencial de crescimento na concentracdo de
1,0x10* cel/ml. Foram realizados os testes nas concentragdes 0.85, 1.7, 3.4, 6.8 LIL e o controle
em duplicata. A cada 24h nos primeiros 3 dias e posteriormente no 7° dia, foi coletado 1 mL de

cada réplica a fim de realizar a contagem celular na camara de Neubauer.
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Figura 3 - Microalgas na camara de incubacdo apos a exposicao as soluc6es no dia 0 do experimento.

Analise de Dados

Para a anélise estatistica, todos os testes foram realizados no programa Paleontological
Statistical 4.03 (Past4) (Gongcalves, 2023). A fim de testar a normalidade dos ensaios realizados
em cada composto em todos os tempos e concentracgdes, foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk.
Os ensaios que apresentaram resultados com maioria em distribuicdo ndo normal, foi utilizado
o teste de Kruskal-Wallis com o objetivo de avaliar se ha diferencas significativas entre as

concentra¢Ges. Em ambos os testes foram utilizados a significancia estatistica de p < 0.05.

Todos os graficos foram elaborados no software Microsoft Excel 2016.

4. Resultados
Toxicidade de AgNP
A Figura 4 apresenta a variagédo celular (ug/ml) de C. fusca em funcéo da concentragao
do composto AgNP. Aplicando-se o teste de Shapiro-Wilk, apresentou distribuigdo ndo normal

para todos os grupos (Tabela 1). Por conta deste padrdo de distribuicdo em todas as
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concentrag0es testadas, Kruskal-Wallis foi utilizado e apresentou um valor de p igual a 0.00823,

demonstrando diferencas significativas na distribuicdo de todas as concentracdes.

Tabela 1 - Analise estatistica de Shapiro-Wilk para o ensaio de toxicidade de AgNP.

Valores de p (significanciap < 0.05)

Controle AgNP AgNP AgNP AgNP
0.85 pg/ml 1.7 pg/mi 3.4 pg/ml 6.8 pg/ml
Shapiro-Wilk 0.003124 0.04084 0.001068 0.000131 0.03269

O composto apresentou um crescimento celular apds 24h na concentracdo 0.85 e apds

168h nas concentragcfes 1.7 e 6.8 pL. Nao houve crescimento em 3.4 uL (Tabela 2).
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Figura 4 - Crescimento celular de C. fusca apds exposi¢do a AgNP.
Tabela 2 - Concentragdo celular de C. fusca realizada no ensaio apds exposi¢do a AgNP.
Concentracdo celular de C. fusca (células/ml)
Tempo (h) Controle AgNP AgNP AgNP AgNP
0.85 pg/mi 1.7 pg/mi 3.4 pug/mi 6.8 ug/ml
0 1,00E+04 1,00E+04 1,00E+04 1,00E+04 1,00E+04
24 7,50E+04 1,25E+04 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
48 2,25E+05 1,25E+04 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
72 4,75E+05 6,25E+04 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
168 3,60E+06 7,50E+04 1,00E+05 0,00E+00 2,50E+04
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Toxicidade de Pdadmac

A Figura 5 ilustra a variacéo celular (ug/ml) de C. fusca em ap0s exposicao a diferentes
concentragcOes do composto Pdadmac. Shapiro-Wilk apresentou ndo normalidade para a maioria
das concentrages (0.85, 1.7 e 3.4 ug/ml). Com isso, aplicando-se Kruskal-Wallis, o valor para

p foi 0.0108, indicando que ha uma diferenga significativa entre as medianas dos grupos.
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Tabela 3 - Andlise estatistica de Shapiro-Wilk para o ensaio de toxicidade de Pdadmac.

Valores de p (significanciap < 0.05)

Controle Pdadmac Pdadmac Pdadmac Pdadmac
0.85 pg/ml 1.7 pg/mi 3.4 pg/mi 6.8 pug/ml
Shapiro-Wilk 0.003124 0.02485 0.000131 0.000131 0.3442

O presente estudo demonstrou que Pdadmac apresenta alta toxicidade as células de C.

fusca, inibindo o crescimento em todos o0s dias e concentragdes, exceto em 6.8 UL 168h, a qual

apresentou crescimento quando comparado ao controle (Tabela 4).
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Figura 5 - Crescimento celular de C. fusca apds exposi¢cdo a Pdadmac.

Tabela 4 - Concentragdo celular de C. fusca realizada no ensaio apds exposicéo a Pdadmac.

L ]

168

Concentracao celular de C. fusca (células/ml)

Tempo (h) Controle Pdadmac Pdadmac Pdadmac Pdadmac
0.85 pg/ml 1.7 pg/ml 3.4 pg/ml 6.8 pg/ml

0 1,00E+04 1,00E+04 1,00E+04 1,00E+04 1,00E+04

24 7,50E+04 1,25E+04 0,00E+00 0,00E+00 3,75E+04

48 2,25E+05 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00

72 4,75E+05 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
168 3,60E+06 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 2,50E+04

Toxicidade de AgNP Pdadmac
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A fim de avaliar a variacao celular em pg/ml de C. fusca em fung¢do do composto AgNP
Pdadmac (Figura 6), foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk para todas as concentracdes e tempos
(Tabela 5), demonstrando que todas as concentragdes apresentam uma distribuicdo ndo normal.
Com isso, os resultados de Kruskal-Wallis (p = 0.01276) mostram que ha uma diferenca

significativa entre as medianas dos grupos estudados.

Tabela 5 - Andlise estatistica de Shapiro-Wilk para o ensaio de toxicidade de AgNP Pdadmac.

Valores de p (significanciap < 0.05)
Controle AgNP Pdadmac AgNP Pdadmac AgNP Pdadmac AgNP Pdadmac
0.85 pg/ml 1.7 pg/mi 3.4 pug/mi 6.8 ug/ml
Shapiro-Wilk 0.003124 0.02485 0.000131 0.005262 0.000131

O composto demonstrou alta toxicidade as microalgas. Apds 48h, ndo houve

crescimento celular em nenhuma das concentragdes, exceto em 3.4 pL 168h (Tabela 6).
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Figura 6 - Crescimento celular de C. fusca ap6s exposi¢do a AgNP Pdadmac.

Tabela 6 - Concentracdo celular de C. fusca realizada no ensaio apds exposi¢do a AgNP Pdadmac.

Concentracao celular de C. fusca (células/ml)

Tempo (h) Controle AgNP Pdadmac AgNP Pdadmac AgNP Pdadmac AgNP Pdadmac
0.85 pg/mi 1.7 pg/mi 3.4 pug/ml 6.8 ug/ml
0 1,00E+04 1,00E+04 1,00E+04 1,00E+04 1,00E+04
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24 7,50E+04 1,25E+04 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00

48 2,25E+05 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00

72 4,75E+05 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00

168 3,60E+06 0,00E+00 0,00E+00 5,00E+04 0,00E+00
5. Discussao

Nanoparticulas metélicas sdo integradas em culturas de microalgas para testar os efeitos
no crescimento, producdo de biomassa e acumulacdo intracelular. Organismos aquaticos sdo
vulneraveis as nanoparticulas por conta da sua absorcéo ser facilitada nestes ambientes através
da exposicdo direta aos tecidos ou pela alimentacdo, causando danos fisioldgicos e celulares
(Pham, 2019; Vargas-Estrada et al., 2020). Em ambientes aquaticos, as AgNPs tendem a
dissolver ions Ag* pela presenca do oxigénio (Pham, 2019).

Ha inimeras aplicacdes para materiais biossintetizados através de residuos (como a
cana—de-acucar) - area médica, alimenticia, de tratamento de &gua, energética, farmacéutica e
entre outros. Os materiais produzidos geralmente sdo mais duraveis, estaveis, fortes e leves,
otimizando assim a sua producao (Aswathi et al., 2023; Ying et al., 2022). De acordo com San
et al. (2014), nanoparticulas de silica (SiNPs) produzidas através do bagaco da cana
apresentaram uma menor toxicidade quanto a producdo via de sintese quimica, néo
demonstrando possiveis danos ao meio ambiente. da Silva et al. (2022) validou que a exposi¢do
a AgNPs biossintetizadas através de fungos, quando comparadas ao controle AgNQs, apresenta
uma menor inibicdo do crescimento algal. Por outro lado, varios trabalhos demonstram a
diminuicdo do crescimento pelas AgNPs produzidas de maneiras fisicas e quimicas (Fazelian
etal., 2020; Pham, 2019; Sendra et al., 2017), sendo a toxicidade dose-dependente, ocasionando
efeitos na producéo de clorofila, indugdo do estresse oxidativo e danos as membranas celulares
ap0os exposicao.

Neste estudo, podemos observar as modificacbes comportamentais ocasionadas pelas
AgNPs. O crescimento algal apds exposicdo a AgNPs sintetizadas através do bagaco da cana—
de-acgucar apresentou uma toxicidade quando comparado ao controle na amostra. Os danos que
as AgNPs causam estdo totalmente associados ao tempo de exposicao, concentracdo e ao seu
tamanho (da Silva et al., 2022). No geral, as amostras apresentaram apenas fragmentos celulares
nos tempos 24-72h nas concentragdes 1.7 e 6.8 pg/ml (Figura 7), demonstrando um crescimento
exponencial efetivo ap6s 168h de exposicdo. Em 0.85 pg/ml, o crescimento foi efetivo a partir
das 24h de exposicdo, porém, ao comparar com o controle, houve também uma diminui¢do do
numero celular. Esses resultados nos mostram que o crescimento exponencial apresentou um

atraso, porém, houve uma baixa toxicidade as células, assim como demonstrado em Johari et
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al. (2018), no qual conforme a exposicdo da AgNPs, o crescimento algal fica mais lento em

comparagdo a microalgas sem exposi¢do a contaminantes.

Figura 7 - Contagem de células na Camara de Neubauer em 24h apds exposi¢cdo a AgNP. Podemos observar que

ndo possuem células saudaveis, apenas fragmentos celulares.

Os polimeros sdo considerados produtos economicamente amigaveis, porém, na
realidade, causam reducdo no crescimento, estresse oxidativo e danos ao DNA (Schiavo et al.,
2021). Os revestimentos para as AgNPs devem ser atoxicos, biodegradaveis, bio sollveis e
biocompativeis, a fim de reduzir as taxas de agregamento e a toxicidade da nanoparticula,
estabilizando-as (Chugh et al., 2021). Pdadmac foi selecionado por conta de sua ampla
familiaridade e disponibilidade no mercado. Além disso, é um polimero catiénico com uma
carga de superficie positiva, interagindo com a superficie negativa da AgNP (Michna et al.,
2019). Os resultados, assim como demonstrado anteriormente (Tabela 4), apresentaram alta
toxicidade para as concentragbes 0.85 - 3.4 pg/ml (Figura 8). Em contraste, a maior
concentracdo (6.8 pug/ml) apresentou crescimento celular apds 168h de exposicao, podendo ser
interpretado como um possivel efeito de adaptacdo ou resisténcia da C. fusca a concentracGes
mais altas do composto, onde as células conseguiram superar o estresse inicial e comecar
atingiram um crescimento significativo (Qiao et al., 2023). Isso sugere que o Pdadmac tem um

impacto dependendo da concentragdo, com concentragfes mais baixas e intermediarias
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mostrando potencial toxicidade aguda, enquanto concentra¢cBes mais altas podem induzir

respostas adaptativas nas microalgas.

Figura 8 - Ensaio de toxicidade em 168h de exposi¢do nas concentracdes 0.85 - 6.8 pg/ml em Pdadmac.

Schiavo et al. (2017) realizou experimentos com AgNPs revestidas do polimero
PVP/PEI, as quais demonstram que sdo mais toxicos para as células do que AgNPs sem
revestimentos, e que estes agentes estabilizantes possivelmente sdo os principais causadores a
mortalidade das células. Suresh et al. (2012) testou a toxicidade de AgNPs revestidas com
Pdadmac em células animais, corroborando ambos com os resultados apresentados neste estudo
utilizando microalgas. AgNP Pdadmac mostrou ser toxico para as microalgas, uma vez que ndo
houve crescimento celular efetivo ap6s 168h de exposicdo em todas as concentragdes testadas,
exceto em 3.4 pug/ml. Esse crescimento em 3.4 pg/ml pode ser explicado pela toxicidade dos
fons Ag™ liberado pelas NPs depender da acumulagdo intracelular dos mesmos, e sua toxicidade
néo poder ser explicada apenas pelas concentra¢@es destes ions nas solu¢Ges, mas também pela
maneira como as nanoparticulas interagem com as microalgas, podendo indicar mecanismos
adaptativos em C. fusca (Navarro et al., 2008; Qiao et al., 2023).

A variacdo de resultados demonstra a necessidade de estudos adicionais em um maior
tempo de exposicédo e concentragdes, a fim de concluir se é vidvel a utilizagdo de Pdadmac para

diminuir os impactos ambientais ocasionados pelas nanoparticulas de prata.

6. Concluséo
A toxicidade das AgNPs biogénicas, Pdadmac e AgNP Pdadmac foi avaliada na
microalga Chlorella fusca. De acordo com os resultados obtidos, AgNP apresentou baixa
toxicidade as microalgas ap6s 168h de exposicdo nas concentracdes 0.85, 1.7 e 6.8 pg/ml. Os
compostos Pdadmac e AgNP Pdadmac apresentaram uma alta toxicidade, sendo necessarios
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estudos adicionais sobre a sintese e revestimentos em AgNPs na toxicidade de organismos,

utilizando diferentes niveis tréficos (com um maior nivel de complexidade) e ambientes (solo,

agua e ar) a fim de estabelecer uma melhor analise de parametros no efeito dessas AgQNPs nas

microalgas.
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