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RESUMO

A nanotecnologia é definida como o desenvolvimento, sintese, caracterizacdo e aplicacdo de
materiais de dimens@es nanomeétricas, denominados nanomateriais e € um conceito relacionado ao
da nanociéncia, que corresponde ao estudo de estruturas e moléculas com dimensoes entre 1 e 100
nm. Recentemente, houve um aumento no interesse pela nanotecnologia, uma vez que 0s
nanomateriais podem ser Gteis em varias atividades humanas, incluindo aplica¢Ges cataliticas em
muitos processos industriais, producdo de biocombustiveis e de eletrdnicos, purificacdo de agua,
usos medicinais e aplicacdes em biotecnologia de um modo geral. Os elementos-chave para a
nanotecnologia sé&o os nanomateriais, que podem ter diferentes formas, como nanobastdes,
nanoparticulas ou nanofolhas, e que podem ser caracterizados com base em sua dimensionalidade.
As nanoparticulas (NPs) apresentam tamanho que varia de 1 a 100 nandmetros, uma Unica
dimensdo e podem ser compostas somente por atomos de carbono, por este elemento na forma de
matéria organica, por metais ou Oxidos metalicos. Mais especificamente, as nanoparticulas
metalicas (MeNPs), sdo sintetizadas a partir de precursores metalicos, do uso de algum agente
redutor e de ligantes organicos que estabilizam a estrutura da NP, podendo também funcionar
como redutores. Existem trés tipos de abordagens principais para a sintese de NPs: a fisica, a
quimica e a bioldgica. A abordagem fisica, também chamada de Top-Down, utiliza processos
fisicos para reduzir estruturas a escala nanomética, enquanto as abordagens quimicas e biologicas
sdo processos de construcdo conhecidos como Bottom-up, partindo da escala atbmica até a escala
nanomeétrica. No presente trabalho foi utilizado o método de Sintese Verde para a obtencdo das
nanoparticulas metalicas, realizado por microalgas, organismos eucariéticos, uni ou pluricelulares,
capazes de realizar o processo de fotossintese. Os métodos convencionais de sintese podem ser
nocivos ao ambiente, caros e ter alto gasto energético para serem realizados. Os resultados obtidos
por técnicas de microscopia especializada, mostrou a presenca de MeNPs formadas por varios
elementos quimicos, o que pode indicar a composic¢do do solo e a afinidade das microalgas da area
por esses elementos quimicos. N&o ha registros académicos do processo de biossintese de MeNPs
por microalgas ocorrendo na natureza, sendo assim, esse trabalho tem o objetivo de detectar a

ocorréncia desse processo em ambiente natural.

Palavras-chave: nanotecnologia; nanoparticulas; nanoparticulas metélicas; Sintese Verde.



ABSTRACT

Nanotechnology is defined as the development, synthesis, characterization and application of
materials with nanometric dimensions, called nanomaterials and is a concept related to
nanoscience, which corresponds to the study of structures and molecules with dimensions between
1 and 100 nm. Recently, there has been an increase in interest in nanotechnology, as nanomaterials
can be useful in a variety of human activities, including catalytic applications in many industrial
processes, biofuel and electronics production, water purification, medicinal uses, and
biotechnology applications generally. The key elements for nanotechnology are nanomaterials,
which can have different shapes, such as nanorods, nanoparticles or nanosheets, and which can be
characterized based on their dimensionality. Nanoparticles (NPs) have a size that varies from 1 to
100 nanometers, a single dimension and can be composed only of carbon atoms, this element in
the form of organic matter, metals or metallic oxides. More specifically, metallic nanoparticles
(MeNPs) are synthesized from metallic precursors, the use of some reducing agent and organic
ligands that stabilize the NP structure, and can also function as reducers. There are three main
types of approaches for the synthesis of NPs: physical, chemical and biological. The physical
approach, also called Top-Down, uses physical processes to reduce structures to the nanometer
scale, while the chemical and biological approaches are construction processes known as Bottom-
up, starting from the atomic scale to the nanometer scale. In the present work, the Green Synthesis
method was used to obtain metallic nanoparticles, made by microalgae, eukaryotic organisms, uni
or multicellular, capable of carrying out the photosynthesis process. Conventional synthesis
methods can be environmentally harmful, expensive and require high energy costs to carry out.
The results obtained by specialized microscopy techniques showed the presence of MeNPs formed
by various chemical elements, what it may indicate the composition of the soil and the affinity of
microalgae in the area for these chemical elements. There are no academic records of the
biosynthesis process of MeNPs by microalgae occurring in nature, therefore, this work aims to

detect the occurrence of this process in a natural environment.

Keywords: nanotechnology; nanoparticles; metal nanoparticles, Green Synthesis.
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1. Introducéo

A nanotecnologia é definida como o desenvolvimento, sintese, caracterizagdo e aplicagdo de
materiais de dimensdes nanométricas, denominados nanomateriais e € um conceito relacionado ao da
nanociéncia, que corresponde ao estudo de estruturas e moléculas com dimensdes entre 1 e 100 nm
(Ganesan et al., 2020). O termo "nano™ é derivado do grego nanos ou do latim nanus, termos que
significam "an&o". O norte americano Richard Feynman foi o precursor do conceito de nanotecnologia,
apesar de ndo ter utilizado esse termo em sua palestra sobre Fisica, nos EUA, em 1959 (Feynman et
al., 1960). Aparentemente, o termo nanotecnologia foi cunhado por Norio Taniguchi, em 1974.
Segundo este pesquisador, a nanotecnologia consiste principalmente no processamento, separacao,
consolidacdo e deformacdo de materiais por um atomo ou uma molécula (Taniguchi et al., 1974;
Santamaria et al., 2012).

A diferenca entre a nanociéncia e a nanotecnologia é que a nanociéncia fornece o conhecimento
sobre o arranjo dos atomos e suas propriedades basicas em nanoescala, enquanto a nanotecnologia € a
tecnologia usada para controlar a matéria em nivel atdmico para a sintese de novos nanomateriais com
caracteristicas diferentes (Singh et al., 2016). A nanotecnologia abrange as areas de estudo da fisica,
quimica, ciéncia dos materiais, estado sélido e biociéncias (Kolahalam et al., 2019). Recentemente,
houve um aumento no interesse pela nanotecnologia, uma vez que 0s nanomateriais podem ser Uteis
em varias atividades humanas, incluindo aplicacdes cataliticas em muitos processos industriais,
producdo de biocombustiveis e de eletronicos, purificacdo de agua, usos medicinais e aplicagdes em
biotecnologia de um modo geral (Ganesan et al., 2020). O interesse econémico na miniaturizagdo de

dispositivos estd se concentrando principalmente nos campos da medicina e da eletrénica. No futuro,
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é provavel que a nanotecnologia adquira uma ampla influéncia na humanidade, nos campos da
subsisténcia, trabalho e comunicacdo (Kolahalam et al., 2019).

Na década de 80, a nanotecnologia permaneceu apenas como uma area de discussdo, mas o
conceito de nanotecnologia permaneceu e foi difundido entre os pesquisadores nos ultimos anos devido
ao seu potencial para diferentes aplicacbes (Baig et al., 2021). Os elementos-chave para a
nanotecnologia séo os nanomateriais (Kolahalam et al., 2019). Defini¢cbes mais detalhadas sobre os
nanomateriais e termos associados sdo discutiveis e ainda ndo foram completamente estabelecidas,
havendo inconsisténcias na interpretacdo e classificagdo dessas estruturas. O estabelecimento desta
definicdo ndo é tdo simples e, na auséncia de um conceito mais restrito, 0s nanomateriais sao
frequentemente interpretados de diferentes formas. Muitos pesquisadores usaram o termo nanomaterial
guando o tamanho da particula variava de algumas unidades a poucas dezenas de nandmetros, enquanto
outros usaram o termo nanomaterial para qualquer particula menor do que um micrémetro (Baig et al.,
2021). A civilizacdo utiliza nanomateriais ha muito tempo e para varias aplicacbes, mesmo que nao se
saiba que eles possuissem o conhecimento para isso. Ha cerca de 4.500 anos atras, por exemplo,
nanofibras de amianto eram utilizadas para reforcar misturas de ceramica (Heiligtag et al., 2013) e foi
também observado que os antigos egipcios utilizavam nanoparticulas de PbS em uma férmula de
tintura para cabelos ha cerca de 4.000 anos (Walter et al., 2006; Jeevanandam et al., 2018).

Os nanomateriais podem ter diferentes formas, como nanobastdes, nanoparticulas ou
nanofolhas, que podem ser caracterizados com base em sua dimensionalidade. Os nanomateriais com
dimenséo zero sdo denominados nanoparticulas (NPs), os unidimensionais sdo 0s nanobastdes ou 0s
nanotubos, sendo que os bidimensionais sdo geralmente nanofilmes, nanocamadas e nanocoberturas.
Quando hé interagdo entre duas ou mais particulas, suas propriedades fisicas séo alteradas e essas

particulas de diferentes constituicbes sdo chamadas nanomateriais de massa ou tridimensionais. Os



12

nanomateriais sdo também diferenciados com base em sua morfologia, tamanho, propriedades e
composicdo. Assim, podem ser, por exemplo, nanomateriais de carbono, nanoparticulas metéalicas,
nanomateriais semicondutores, nanomateriais poliméricos e nanomateriais baseados em lipideos
(Kolahalam et al., 2019). Embora apresentem diversas possibilidades de usos, 0os nanomateriais
geralmente sdo ainda produzidos apenas em escala laboratorial, com muitos ndo tendo sua
comercializacdo viavel devido a complexidade do procedimento de sintese, alto custo e baixa
biocompatibilidade. A fim de otimizar a biocompatibilidade, muitos nanomateriais (como as
nanoparticulas) sdo revestidos com biopolimeros e/ou anticorpos ou, ainda, caso os ligantes sejam
toxicos, estes devem ser removidos em um processo posterior a sintese (Zayed et al., 2015).

As nanoparticulas (NPs) sdo um tipo de nanomaterial especialmente relevante em varios
estudos e aplicacOes. Elas apresentam tamanho que varia de 1 a 100 nanémetros, uma Unica dimensao
e podem ser compostas somente por atomos de carbono, por este elemento na forma de matéria
organica, por metais ou 6xidos metalicos (Horikoshi et al., 2013). Por suas pequenas dimensdes, as
nanoparticulas possuem uma grande relacéo superficie:volume, podem ser facilmente transportadas no
meio ambiente e podem ainda entrar na cadeia alimentar, penetrando nas células e se acumulando nos
Orgdos. Tais caracteristicas resultam em limitagBes para seu uso, principalmente porque algumas
podem ser compostas por materiais toxicos ou cujos efeitos na saide humana ou ambiental sdo pouco
conhecidos. O uso de produtos quimicos tdxicos limita muito suas aplicacdes biomédicas, havendo
necessidade do desenvolvimento de métodos confidveis, ndo toxicos e ecologicamente adequados para
a sintese de nanoparticulas, visando expandir sua aplicacdo neste campo (Li et al., 2011). Sendo assim,
as nanoparticulas sdo categorizadas com base em sua forma, tamanho e caracteristicas quimicas, sendo
classificadas essencialmente em NPs baseadas em C, NPs de cerdmica, NPs baseadas em lipidios, NPs

semicondutoras, NPs poliméricas e NPs metélicas.
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Dentre as NPs baseadas em carbono, os fulerenos e nanotubos de carbono (NTCs) séo as duas
principais subcategorias (Elliott et al., 2013). Os fulerenos sdo compostos de unidades de C organizadas
de modo pentagonal e hexagonal, correspondendo a estruturas esféricas e ocas formadas por sessenta
ou mais atomos de carbono (Astefanei et al., 2015). Devido a sua condutéancia elétrica, alta resisténcia,
tipo de estrutura, afinidade eletronica e adaptabilidade, eles sdo de grande interesse econdmico (Elliott
et al., 2013). Os NTCs sdo alongados e formam estruturas tubulares de 1 a 2 nm de diametro e se
assemelham fundamentalmente a folhas de grafite enroladas na forma de um tubo. Os NTCs séo
referidos como nanotubos de carbono de parede Unica (NTCPU), de parede dupla (NTCPD) ou de
paredes multiplas (NTCPMs), dependendo de quantas folhas estdo presentes nas paredes (Astefanei et
al., 2015).

As nanoparticulas de ceramica sdo feitas de materiais inorganicos e ndo metalicos que sdo
tratados termicamente e resfriados de maneira especifica para obtencdo de propriedades particulares.
Essas NPs apresentam varios formatos, podendo ser amorfas, policristalinas, densas, porosas ou ocas.
Sdo também conhecidas por sua durabilidade e resisténcia ao calor. As NPs de ceramica sdo usadas em
varias aplicagdes, incluindo seu uso em revestimento de superficies, como catalisadores de reacoes e
em baterias (Sigmund et al., 2006).

As NPs lipidicas, diferentemente do que foi mencionado para NPs de modo geral, normalmente
sdo maiores, tendo um didmetro de 10 a 1.000 nm. Elas sdo esféricas e caracterizadas por possuirem
um nucleo lipidico sélido e uma matriz composta por moléculas lipofilicas soluveis (Khan et al., 2019).
Essas porc¢oes lipidicas fazem com que estas NPs sejam Uteis em varias aplicagdes bioldgicas, como
Seu uso em vacinas, na terapia génica, em antibidticos e em cosméticos (Kolahalam et al., 2019).

As nanoparticulas semicondutoras tém propriedades intermediarias as das NPs metalicas e das

NPs ndo-metalicas, podem ser formadas pelos metais Zn e Cd, por exemplo, e tém caracteristicas
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fisicas e quimicas Unicas que as tornam Uteis para varias aplicagdes. Nanoparticulas semicondutoras
podem, por exemplo, absorver e emitir luz, sendo usadas para fazer células solares mais eficientes ou
diodos emissores de luz (LEDs) mais brilhantes. Séo usadas também para fazer dispositivos eletronicos
menores e mais rapidos, como transistores, e podem ser usadas em bioimagem e tratamentos contra o
cancer (Biju et al., 2008).

As nanoparticulas poliméricas ou nanoparticulas de polimero (NPPs) sdo frequentemente
organicas e tem tamanho entre 1 e 1.000 nm e podem conter substéncias ativas adsorvidas. Elas
geralmente sdo observadas na forma de nanoesferas (nanoparticulas com formato de esferas), ou
nanocépsulas (nanoparticulas com formato de cépsulas) (Khan et al., 2019; Zielinska et al., 2020).

As nanoparticulas metalicas (MeNPs) sdo formadas a partir de ions metalicos geralmente
organizados em um ndcleo cristalino envolto por matéria organica. Existem diferentes métodos para a
preparacdo dessas nanoparticulas, como os quimicos ou fotoquimicos. Ao usar agentes redutores, 0s
jons metalicos sdo reduzidos, convertendo a sua forma de metal zero, e se agrupando na formacéo de
nanoparticulas metalicas. Estas NPs tém elevada razdo superficie:volume, otimizando sua capacidade
de adsor¢do de pequenas moléculas. Sdo amplamente utilizadas em diferentes areas de pesquisa, em
aplicacdes ambientais e outros estudos (Kumar et al., 2018; Mohd et al., 2018). Nanoparticulas
formadas por dois metais (bimetalica) ou trés (trimetélica) podem ser sintetizadas e apresentam elevada

capacidade catalitica (Hoseini Chopani et al., 2020).
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1.1 Tipos de MeNPs

As nanoparticulas metélicas (MeNPs) séo sintetizadas a partir de precursores metalicos, do uso
de algum agente redutor e de ligantes organicos que estabilizam a estrutura da NP, podendo também
funcionar como redutores. Devido as caracteristicas conhecidas de ressonéncia plasmonica de
superficie localizada (RPSL), que é o resultado do confinamento de um plasmon de superficie em uma
nanoparticula de tamanho comparavel ou menor do que o comprimento de onda da luz usada para
excitar o plasmon (Kelly et al., 2002), as MeNPs possuem propriedades optoelétricas Unicas. Em
relacdo a obtencdo de nanoparticulas metélicas, a sintese dos nanocristais com controle de seus
tamanhos e formas € essencial para as aplicacfes desejadas atualmente (Dreaden et al., 2012; Khan et
al., 2019). Dentre os metais comumente utilizados na sintese de MeNPs, destacam-se prata, zinco,
cobre, ouro, aluminio e ferro.

As nanoparticulas de prata (AgNPs) apresentam propriedades fisicas e quimicas Unicas e
capacidade para absorver e espalhar a luz na faixa do visivel e do infravermelho. As AgNPs podem
exibir capacidades antimicrobianas adicionais que nédo sdo exercidas pela prata ionica (Shenashen et
al., 2014). As nanoparticulas de zinco sdo geralmente formadas a partir de 6xidos de zinco (ZnONPs),
apresentando capacidades cataliticas (Chen e Tang, 2007), elétricas, optoeletrdnicas e fotoquimicas,
sendo amplamente utilizadas (Kumar S.S. et al., 2013).

As nanoparticulas de cobre (CuNPs) podem ser preparadas por processos naturais ou através
de sintese quimica (Heiligtag et al., 2013). Estas nanoparticulas séo especialmente interessantes e sao
aplicadas ha algum tempo como agentes corantes e biomédicos, bem como antimicrobianos (Ermini et
al., 2021). Dentre os métodos de sintese fisica, o electro exploding wire (EEW) tem sido usado para

criar nanoparticulas de cobre. O EEW é realizado enviando uma corrente de 1.010 A/m? através de um
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fio de cobre fino que entra em contato com uma placa de cobre e ocasiona uma exploséo que resulta
na liberagdo de CuNPs (Siwach e Sen, 2008).

As nanoparticulas de ouro (AuNPSs) possuem propriedades fisicas e quimicas Unicas e podem
absorver e espalhar a luz na faixa do visivel e do infravermelho proximo (Rad et al., 2011; Compostella
et al., 2017). As AuNPs sdo objetos de extensa investigacdo devido as suas capacidades de
reconhecimento oOptico, elétrico e molecular, com Varios usos prospectivos em muitos campos, como
eletrnica, nanotecnologia, microscopia eletronica, ciéncia de materiais e biomedicina (Rad et al.,
2011). Nanoparticulas de aluminio (AINPs) por outro lado, tém forte reatividade, 0 que as tornam
promissoras para aplicacdo em composicdes de alta energia, na geragéo de hidrogénio, em processos
de tratamento de agua e na sintese de estruturas 2D e 3D de alumina (Lerner et al., 2016).

As nanoparticulas de ferro (FeNPs) tém varias aplicacdes, incluindo em catalise, no
armazenamento e conversdo de energia, em transporte de agentes quimicos e como sensores. Elas
também sdo utilizadas em células fotovoltaicas, na purificacdo de agua e na remediacdo ambiental. As
FeNPs também podem ser usadas em imagens de ressonancia magnética (IRM) como agentes de
contraste para melhorar a visibilidade de tecidos e érgdos, além de serem usadas em midia de gravacao

magnética, como unidades de disco rigido (Zhuang e Gentry, 2011; Jamkhande et al., 2019).

1.2 Métodos de sintese de NPs metalicas

A tecnologia atual é capaz de atribuir diversas fungdes aos nanomateriais, porém, sua sintese
permanece apenas em escala laboratorial e eles ndo podem ser comercializados, principalmente devido
a complexidade dos processos de producdo, alto custo e baixa biocompatibilidade. Para melhorar a

biocompatibilidade, os nanomateriais devem ser revestidos com biopolimeros e/ou anticorpos para
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evitar rejeicdo pelo organismo (Zayed et al., 2016). Dentre os nanomateriais comumente utilizados,
como nanotubos, nanomembranas, fulerenos e nanoparticulas, estas Ultimas sdo muito relevantes
devido as suas interessantes propriedades (Horikoshi et al., 2013). Mais especificamente, as
nanoparticulas metalicas (MeNPs) sdo classificadas como inorgénicas e sdo obtidas a partir de metais
precursores que podem ser estabilizados por muitos tipos de moléculas organicas (ligantes ou
estabilizadores) (Kahn et al., 2005; De la Fuente et al., 2012). As MeNPs possuem propriedades fisicas
e quimicas muito Uteis para diversas aplicacfes (Altammar et al., 2023), incluindo os campos da fisica,
quimica, biologia, engenharia e medicina (Millstone et al., 2009; Lee, S.H. et al., 2012). Essas
propriedades podem ser muito diferentes entre nanoparticulas distintas, pois dependem da morfologia,
tamanho e estado da superficie da MeNP, sendo todas estas caracteristicas influenciadas pelo método
de sintese utilizado (Moraes et al., 2021). Nesse contexto, é essencial ter controle sobre os métodos e
as caracteristicas dessas nanoestruturas, para um melhor aproveitamento de suas propriedades especiais
(Amiens et al., 2016; Horikoshi et al., 2013).

Com base na necessidade de otimizar processos de sintese das NPs, foi necessario o
desenvolvimento de métodos de preparacdo que fornecem uma forma reprodutivel de obtencdo de
nanoparticulas. A escolha do método de sintese a ser empregado (condi¢cdes de reacdo, temperatura,
solvente, etc.) representa um fator determinante para a obtencdo de nanoparticulas, influenciando
diretamente na estrutura final e na reatividade desses sistemas (Moraes et al., 2018). Existem trés tipos
de abordagens principais para a sintese de NPs: a fisica, a quimica e a bioldgica. A abordagem fisica
também é chamada de abordagem Top-Down, enquanto as abordagens quimicas e bioldgicas séo
coletivamente chamadas de abordagem Bottom-up (Altammar et al., 2023). O processo de sintese
conhecido como “Top-down” ¢ baseado na desconstru¢do de macroestruturas até atingirem a escala

nanométrica (Madkour et al., 2019), enquanto a abordagem Bottom-up é um método de construgdo
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baseado no agrupamento de atomos e/ou moléculas usados como materiais de partida (Isaacoff et al.,
2017; Gherbi et al., 2022). O método Bottom-up é interessante porque permite um maior controle das
propriedades e composi¢do dos blocos individuais (Barhoum et al., 2019). As abordagens fisica e
bioldgica sdo chamadas de Sintese Verde de NPs, processo em que 0s agentes estabilizadores ndo
liberam produtos agressivos ao meio ambiente, e essas abordagens sdo ainda subcategorizadas em

varios tipos que dependem do método adotado (Altammar et al., 2023).

1.3 Métodos Top-Down / Fisicos

Na abordagem Top-down, o material é desconstruido a partir de estruturas maiores até chegar
na escala nanométrica. Este metodo é tradicionalmente classificado ou mesmo tratado como sindénimo
de método fisico (Baig et al., 2021). Alguns dos métodos fisicos mais utilizados na atualidade s&o a
moagem mecanica, o eletrogiro, a ablagéo a laser e a pulverizacao.

O processo de moagem mecanica consiste em expor as macroestruturas a moagem por esferas
rigidas em recipientes colocados em agitadores, sendo um processo de impacto com alta energia
(Gorrasi e Sorrentino, 2015). Um exemplo de nanoparticulas produzidas por este método e que
apresentam aplicacOes relevantes, como remediagdo ambiental, armazenamento e conversdo de
energia, sdo 0s nanomateriais de carbono moido (Yadav et al., 2012; Lyu et al., 2017). Em relacdo ao
eletrogiro, trata-se de uma técnica geralmente usada para criar fios nanométricos ou nanofibras a partir
de varios materiais, na maioria das vezes polimeros (Chronakis, 2010; Ostermann et al., 2011). Esta
técnica permite a sintese de materiais do tipo “core-shell” e polimero oco, inorganicos, organicos e

hibridos (Kumar et al., 2013).
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A sintese por ablagdo a laser é utilizada para produzir nanoparticulas atingindo o material alvo
com um feixe de laser intenso. Por esta técnica, um microtrago pode ser feito utilizando um feixe de
laser para vaporizar um Unico material (Tran e Wen, 2014). Pela alta intensidade da irradiagdo de laser
utilizada nesse processo, 0 material de origem ou precursor vaporiza, resultando na producdo de
nanoparticulas (Amendola e Meneghetti, 2009). Este método pode ser usado para criar uma grande
variedade de nanomateriais, incluindo nanoparticulas metalicas, nanomateriais de carbono, compostos
de Oxido e ceramica (Su e Chang, 2018; Baig et al., 2021). A litografia € uma técnica que normalmente
usa um feixe concentrado de luz ou elétrons para criar nanoparticulas (Pimpin e Srituravanich, 2012),
sendo acessivel e facil de aplicar (Brady et al., 2019).

Na pulverizacdo, as microparticulas de um material solido sdo expelidas de sua superficie, 0
que ocorre quando a substancia sélida € atingida por plasma intenso ou particulas de gas (Behrisch,
1981). O método de pulverizacéo é intrigante porque é mais acessivel do que a litografia por feixe de
elétrons e a composicao dos nanomateriais pulverizados é semelhante ao material-alvo, mas contendo
menos contaminantes (Baig et al., 2021). Na técnica de explosao de elétrons (EEW), mencionada na
sintese de CuNPs descrita anteriormente, um fio metalico fino é submetido a um pulso intenso de
corrente que causa a exploséo, evaporacédo e ionizagdo do metal, que expande e esfria por reagir com
0 gas ou meio liquido préximo. O vapor condensado finalmente forma as nanoparticulas (Joh et al.,
2013). A técnica é conhecida como método de explosdo de elétrons porque produz plasma a partir da
explosdo de um fio metalico, que pode produzir nanoparticulas a partir uma solucdo contendo o metal,
por exemplo, sem usar um agente redutor (Joh et al., 2013).

Para explorar a producdo de NPs em fluidos (nanofluidos) o processo mais adequado € a
sonicacao. Apds expor o liquido contendo sais do metal a agitacdo em um agitador magnético, realiza-

se a sonicagdo, por meio um vibrador ultrassonico, por exemplo, e homogeneizador mecéanico. Os
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sonicadores deste tipo sdo mais empregados na inddstria de sintese de nanoparticulas por serem
visivelmente mais poderosos e eficazes do que banhos ultrassonicos (Zheng et al., 2010). O método de
descarga de arco é realizado a partir de duas hastes que sdo ajustadas em uma cadmara com uma pressao
de hélio constante. A descarga de arco entre as extremidades das hastes impulsiona sua vaporizacao,
resultando na sintese das NPs. A criagdo de varios materiais nanoestruturados pode ser realizada com
esta técnica (Berkmans et al., 2014), que é geralmente aplicada para criar materiais a base de carbono
como fulerenos, nanochifres de carbono (NCCs), nanotubos (Shi et al., 2000), grafenos de poucas

camadas e nanoparticulas de carbono esféricas (Kumar et al., 2013).

1.4 Métodos “Bottom-up”

Nesse processo, nanoparticulas sdo construidas de estruturas menores para maiores (Baig et al.,
2021) e estdo inclusas tanto abordagens quimicas quanto bioldgicas. Existem alguns tipos de
abordagens bottom-up que podem ser, por exemplo, um processo quimico envolvendo a fase de
vapores precursores, onde um revestimento fino é criado na superficie do substrato no processo
conhecido como deposicdo de vapor quimico (DVQ) (Dikusar et al., 2009). Nesse processo,
precursores sao considerados apropriados para a DVQ quando apresentam volatilidade suficiente, alta
pureza quimica, forte estabilidade de evaporacao, baixo custo, natureza ndo perigosa e vida Util longa.
Os beneficios deste método incluem a producdo de nanoparticulas puras rigidas, homogéneas e fortes
(Ago, 2015). A DVQ é uma excelente abordagem para criar nanomateriais de alta qualidade (Machac
et al., 2020) e também é conhecida por criar nanoparticulas bidimensionais (Baig et al, 2021).

Uma abordagem quimica imida chamada de método sol-gel, € amplamente utilizada para criar

nanomateriais (Das e Srivasatava, 2016; Baig et al, 2021). Por meio dessa técnica alcoxidos metalicos
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ou precursores metalicos em solucdo sdo condensados, hidrolisados e termicamente decompostos.
Dessa forma, o resultado é uma solucéo chamada de estavel ou sol. O material gerado é ambientalmente
amigavel e apresenta muitos beneficios adicionais (Patil et al., 2021). A qualidade uniforme do material
gerado, a baixa temperatura de processamento e a facilidade do método em produzir compostos e
nanoestruturas complexas sdo apenas algumas das muitas vantagens da técnica sol-gel (Parashar et al.,
2020). A co-precipitacdo é uma técnica de deslocamento de solvente e é um processo de procedimento
quimico Umido. O etanol, a acetona e o hexano sdo exemplos de solventes utilizados nesse processo.
As fases poliméricas podem ser sintéticas ou naturais. Os resultados de estresse interfacial em duas
fases resultam na formacdo das nanoparticulas (Das e Srivasatava, 2016).

As NPs metalicas podem ainda ser produzidas usando o método de condensacdo de gas inerte
ou condensacdo molecular em grandes quantidades sendo que essa técnica tem sido amplamente
difundida. A uma determinada temperatura, 0s metais evaporam ritmicamente, geralmente em
ambiente isolado contendo um determinado tipo de gés. As nanoparticulas de cobre, por exemplo, sdo
criadas pela vaporizacdo de cobre metalico dentro de um recipiente contendo argdnio, hélio ou néon.
Em seguida, nitrogénio liquido é usado para resfriar os gases, formando nanoparticulas com dimensées
na faixa de 2-100 nm (Pérez-Tijerina et al., 2008; Patil et al., 2021).

As técnicas de sintese de MeNPs utilizando agentes bioativos, incluindo materiais vegetais,
microbios e varios residuos bioldgicos, como residuos vegetais, residuos de cascas de frutas, cascas de
ovos, residuos agricolas, algas, sdo exemplos de “Sintese Verde” de nanoparticulas (Kumari et al.,
2021). A “Sintese Verde” de nanoparticulas tem varias vantagens, como ser acessivel, produzir NPs
de alta estabilidade em pouco tempo, produzir subprodutos ndo tdxicos ao meio ambiente e ser

prontamente voltada para a sintese em larga escala (Malhotra e Alghuthaymi, 2022).
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Recentemente tem ocorrido um aumento do interesse pela “Sintese Verde”. Isto ocorre
principalmente porque as substancias quimicas comumente utilizadas para a manutengdo e
estabilizacdo de nanoparticulas na sintese quimica sdo geralmente toxicas e geram subprodutos nocivos
aos ecossistemas, além de enorme gasto energético. Assim, dentre os métodos de “Sintese Verde”,
ocorre um aumento de interesse em novas metodologias bioldgicas que nédo liberam esses compostos
para 0 meio ambiente (Singhal et al., 2011). Os materiais sintetizados desta forma s&o adequados para
aplicacdes bioldgicas, como reconhecimento e terapia de diferentes tipos de cancer. Por exemplo,
nanoparticulas de metais nobres, como ouro e prata, sdo utilizados devido as suas propriedades
plasmonicas principalmente para fins de deteccdo, enquanto nanoparticulas magnéticas sdo
empregadas especialmente em terapias, como a hipertermia (Thakkar et al., 2010; Mohanpuria et al.,
2008).

A Sintese Verde pode ser fisica, por meio de micro-ondas e ablacdo a laser, por exemplo, ou
bioldgica, pelo uso de extratos de organismos. Nesse processo, geralmente sdo utilizadas bactérias,
leveduras, fungos, algas ou plantas, com o intuito de reduzir ions metalicos em NPs metélicas menos
toxicas (Kumar et al., 2008; Fayaz et al., 2010; Ahmed et al., 2015). Essa abordagem pode ocorrer por
duas vias: enzimatica (reducdo ativa) ou ndo enzimatica (reducdo passiva) (Tobin et al., 1994; Kumar
et al., 2007). Na reducéo ativa, enzimas como a sulfito redutase, proteases, hidrogenases ou citocromo
c3, por exemplo, podem atuar como agentes redutores de ions metalicos. Na reducdo passiva, 0S
agentes redutores s@o os grupos funcionais de compostos ndo enzimaticos, como fenois, vitaminas e
minerais (Tobin et al., 1994; Kumar et al., 2007). Atualmente, a sintese bioldgica de nanoparticulas
metélicas pode ser realizada a partir de recursos naturais, como plantas (Azadirachta indica, Camellia
sinensis, Sesbania drummondii, Aloe vera) e substancias que estas produzem, como borracha natural,

extratos diversos de folhas e amido (Vijayaraghavan et al., 2012). Além disso, microrganismos, como
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fungos (Raina et al., 2020), algas (Kalaiarasi et al., 2010), cianobactérias (Hamouda et al., 2019) e

bactérias heterotroficas (Ahmed et al., 2021), vem sendo empregados na producéo de MeNPs.

1.5 Caracterizacao das NPs metélicas

Uma vez que as nanoparticulas metélicas sdo detectadas, elas passam pelo processo de
caracterizacdo, que utiliza algumas técnicas de microscopia, como Microscopia Eletrénica de
Transmissdo, Microscopia Eletronica de Transmissdo de Alta Resolugdo juntamente com
Transformada Répida de Fourier e Energia Dispersiva por Raio-X, que determinam sua dispersdo

espacial, cristalinidade, morfologia e tamanho.

1.6 Microscopia Eletronica de Transmisséo (TEM)

A microscopia eletronica de transmissdo tem sido usada ha muito tempo na ciéncia dos
materiais como uma poderosa ferramenta analitica (Brunelli et al., 2003; Armigliato et al., 1979). A
distribuicdo de tamanho das nanoparticulas é importante para suas aplicacdes, pois as nanoparticulas
exibem diferentes propriedades fisicas e quimicas relacionadas a seu tamanho. Os métodos de sintese
que geram materiais de tamanho e formato uniformes estdo cada vez mais visados e a TEM é um dos
métodos mais utilizados para estudar essas caracteristicas (Rauwel et al., 2014).

A TEM é utilizada para gerar imagens a partir de um feixe de elétrons transmitidos através de
uma amostra fina, permitindo a visualizacdo detalhada da amostra. Esta técnica de microscopia tem
sido amplamente utilizada em pesquisas nanomédicas e é capaz de revelar as finas relaces entre

nanoparticulas e componentes de células/tecidos devido as informacdes Unicas fornecidas pela sua alta
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resolucdo. A TEM também possui algumas desvantagens, pois 0s microscopios e 0s equipamentos
relacionados apresentam custo elevado, além do processamento ser demorado e exigir alta qualificacéo

do profissional que analisa as amostras (Malatesta et al., 2021).

1.7 Microscopia Eletronica de Transmissédo de Alta Resolu¢cédo (HRTEM)

A microscopia eletrénica de transmissao de alta resolu¢cdo (HRTEM) é uma técnica primordial
para determinagdo da estrutura cristalina das MeNPs. A resolucdo pontual de um microscépio
eletrénico pode atingir menos de 1 A (um Angstrom) (Haider et al., 2010; Smith, 2012; Kisielowski et
al., 2008), que é menor que a distancia entre atomos adjacentes na maioria dos cristais. Entretanto,
somente a alta resolucdo ndo é suficiente para revelar a estrutura do material examinado, pois torna-se
necessario a realizagdo, mutuamente, das anélises de Transformada Rapida de Fourier (FFT) e Energia
Dispersiva por Espalhamento (EDS) para auxiliar na caracterizacdo inequivoca do material. Outras
duas condi¢des importantes também precisam ser satisfeitas durante o processo de obtencdo da
imagem: a amostra necessita estar com espessura suficientemente fina e ha restricdes quanto as
condigdes especificas de luminosidade (Scherzer, 1949).

A geracdo da imagem HRTEM prossegue em duas etapas primarias: primeiro, os elétrons
interagem com a amostra, resultando em uma onda na superficie, segundo, essa onda se propaga
atraves do sistema optico eletrénico e as ondas difratadas interagem entre si durante a propagacéo,
produzindo as imagens. Dois efeitos relacionados a espessura da amostra precisam ser considerados
durante a formacdo da imagem - o efeito dinamico, ou seja, 0 multiespalhamento de elétrons pela
amostra durante a transmisséo, e o efeito ndo linear (Ishizuka, 1980), isto €, a interferéncia ndo linear

entre os feixes difratados durante o processo de formacéo da imagem (Li et al., 2020). Complementar
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a técnica de HRTEM, a Transformada Répida de Fourier (FFT) visa determinar a natureza cristalina
das nanoparticulas metalicas por meio de célculos das distancias planares. Dessa forma é possivel saber

se a MeNP é cristalina ou policristalina.

1.8 Microscopia de Energia Dispersiva por Espalhamento (EDS)

A microandlise EDS é uma técnica de analise elementar baseada na geracdo de raios X em
faixas caracteristicas dos &tomos da amostra a partir da incidéncia de um feixe de elétrons (Samuelson
et al., 1998). Depois do impacto com os atomos, dois eventos fisicos fundamentais ocorrem: o
espalhamento eléstico e o ineléstico. O espalhamento elastico é uma mudanca da direcdo do elétron
sem perda de energia perceptivel, geralmente causada por interagcfes com o nucleo que compreende o
material, enquanto o espalhamento ineléstico é a perda de energia sem nenhuma mudanca perceptivel
na direcdo, sendo geralmente gerado a partir de interacdo com os elétrons ligados e o nicleo nos atomos
(Morgan et al., 1085). A emissdo de raios X em diferentes comprimentos de onda pode entdo ser
medida por um detector sensivel & energia de fotons. Esses raios X séo caracteristicos dos elementos
quimicos dos quais se originam e contém informacdes sobre esses elementos que estdo presentes na
amostra. Esta técnica, porém, implica em algumas limitacfes na analise elementar. Em primeiro lugar,
0s raios-X ndo sdo capazes de distinguir entre espécies ibnicas e nao-iébnicas. Em segundo lugar, é
necessario que todas as amostras sejam analisadas sob vacuo e, obviamente, isso tem sérias implicagdes
para a preparacdo das amostras porque os elétrons e os raios X sdo fortemente absorvidos pelo ar

(Scimeca et al., 2018).
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1.9 Microalgas e cianobactérias: produtoras potenciais de MeNPs

Microalgas e cianobactérias (estas Ultimas ndo sdo abordadas nesse trabalho), sdo
microrganismos com a maquinaria celular adequada para produzir nanoparticulas. Além disso,
apresentam vatagens por tolerarem amplas faixas de temperatura, de salinidade, de luminosidade, de
pH, podendo até mesmo ocorrer sob as condi¢fes extremas de desertos e ainda podem crescer em
simbiose com outros organismos (Barsanti et al., 2008). As algas sdo classificadas em varios filos, e,
quanto ao tamanho, sdo denominadas macroalgas ou microalgas. As macroalgas sao relativamente
grandes (com tamanho que varia de poucos milimetros a até 30 metros) e geralmente multicelulares,
enguanto as microalgas sdo organismos microscépicos, uni ou pluricelulares e eucaridticos (Khan et
al., 2018).

Apesar da auséncia de estruturas e 6rgaos complexos quando comparadas com as plantas, as
microalgas sdo capazes de realizar fotossintese usando luz solar, diéxido de carbono e &gua devido a
presenca de pigmentos fotossintetizantes, como clorofilas, em suas células. As microalgas sao
encontradas individualmente ou em col6nias em &guas doces, marinhas ou hipersalinas, no solo, etc.
Elas sdo utilizadas para enriquecimento nutricional de produtos alimenticios, racdo animal e também
tém sido utilizadas em areas como medicina farmacéutica, agricultura, aquacultura, cosméticos e em
varias outras areas comerciais (Lee et al., 2008; Johansen et al., 2011; Borowitzka et al., 2013; Fon
Sing et al. 2013). As microalgas proporcionaram diversas oportunidades de utilizacdo pela
humanidade em diferentes setores (Randrianarison et al., 2017). Elas tém aplicacGes para o tratamento
de &guas de esgoto e redugdo da concentracdo de CO. atmosférico, além de produzirem uma ampla
gama de bioprodutos, incluindo polissacarideos, lipidios, pigmentos, proteinas, vitaminas, compostos

bioativos e antioxidantes (Brennan et al., 2010).
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O interesse nas microalgas nos levou a novas técnicas de melhoria do cultivo e engenharia
genética utilizadas para melhorar o seu potencial como futura fonte de energia renovavel de
bioprodutos. As microalgas sdo capazes de crescer rapidamente e sua alta eficiéncia fotossintética,
aliada a capacidade de acumular uma grande quantidade de bioprodutos em suas células, fazem delas
um candidato adequado para servir como matéria-prima industrial (Randrianarison et al., 2017). Além
disso, o cultivo de microalgas ndo requer terra fértil, agrotdxicos e, quando comparado com outras
culturas e, portanto, ndo estara competindo por recursos (Khan et al., 2018). O cultivo de microalgas
também pode ser realizado utilizando &guas residuais e efluentes da moagem de 6leos vegtetais, que
podem auxiliar na biorremediacdo desse tipo de agua (Selmani et al., 2013; Posadas et al., 2017).

As microalgas contém uma grande quantidade de biomoléculas de grande importancia para o
processo de Sintese Verde (Corréa et al., 2021), no entanto, uma vez que a maioria dos compostos
estdo localizados dentro da parede rigida da célula, a extracdo de compostos bioativos de microalgas
envolve ruptura celular para liberar o contetdo intracelular, para que possa ser acessado e purificado.
Varios processos de extracdo foram desenvolvidos para retirar esses compostos bioativos da biomassa
de microalgas. Esses métodos de extracdo convencionais podem ser classificados da seguinte forma:
(1) extracdo mecanica, utilizando, por exemplo, pulsos elétricos, ondas de calor ou outros métodos para
abalar a estrutura celular (Lee et al., 2017); (Il) extracdo quimica que utiliza diferentes tipos de
solventes, organicos polares ou ndo polares, dioxido de carbono supercritico e liquidos idnicos para
extrair os compostos intracelulares (Mubarak et al., 2015); (l1I) a extracdo fisica, que aplica as
microondas e operacgdes de ultrassom (Kapoore et al., 2018) e, por ultimo, (IV) as lises enzimaticas,
gue empregam enzimas como a tripsina para digerir a parede celular rigida das microalgas (Ranjith et

al., 2015).
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Uma vez que foi observado que as microalgas sdo capazes de sintetizar nanoparticulas
metalicas sob condi¢des controladas em laboratorio, é relevante avaliar se esta sintese também ocorre
em ambientes naturais, representando algum tipo de mecanismo de interacdo das algas com os metais.
Neste estudo, foram realizadas amostragens de algas em corpos d'agua localizados na Cordilheira do
Espinhaco, com o objetivo de detectar se esses organismos produzem nanoparticulas metalicas por
meio do processo de Sintese Verde. Para isso foi escolhida uma regido geoldgica localizada no estado
de Minas Gerais, Brasil, caracterizada por altas concentracbes de elementos metélicos. Foram
escolhidos trés locais de coleta: Parque Natural Serra do Caraga (ambiente pristino), Parque Nacional
Serra do Cip6 (ambiente pristino) e municipio de Itabira, distrito de Ipoema (ambiente impactado por

acOes antropicas).

2. Materiais e Métodos

2.1 Locais de Amostragem

Para a coleta de material algal, duas expedicdes de campo foram realizadas em 2022, em dias
diferentes e em diferentes épocas do ano, sendo uma em 17 de junho (estacdo seca) e outra em 12 de
outubro (estacdo chuvosa). As amostragens foram realizadas em trés localidades distintas, dentro do
estado de Minas Gerais, a leste do Quadrilatero Ferrifero, sendo que duas delas sdo parques naturais e
a outra € um ambiente antropizado. O primeiro local de coleta foi a Serra do Caraga (20° 5 54" S, 43°
29' 17" W) que é um parque nacional da serra do Espinhaco; o segundo local de coleta foi o Cérrego
Criciima (19° 36" 33" S, 43° 18" 5" W) que € um local caracterizado por atividades agropastoris em

Itabira, MG, e o terceiro local de coleta foi a Serra do Cip6 (19° 22" 1" S, 43° 32' 17" W) que é um
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sitio preservado, localizado na parte sul da serra do Espinhaco. A escolha por dois tipos de ambientes
distintos (antrdpico e pristino), se deve ao fato de que é possivel determinar com mais precisdo a origem
das MeNPs por meio de contraste. As localidades mencionadas est&o indicadas na Figura 1.

As coletas na Serra do Caraca foram realizadas em trés pontos distintos: um localizado em érea
de Mata Atlantica — Trilha da Capelinha, (CR1), e os outros dois localizados em &rea de Cerrado —
Trilha da Cascatinha e Rio Cascudo, (CR2 e CR3 respectivamente). Esses pontos ficam a cerca de
2km da entrada do Parque, que € um conhecido ponto turistico da regido. A segunda localidade em que
as coletas foram realizadas foi o municipio de Itabira, que segundo o IBGE, é constituida
majoritariamente por terrenos acidentados (70%), seguidos por terrenos ondulados (20%) e o restante
por areas planas (10%). As coletas nesse municipio foram realizadas no local conhecido como Corrego
Criciima, indicados pelos pontos CC1, mais a jusante, CC2, e CC3, mais a montante, caracterizados
como Mata Atlantica e Cerrado. A terceira localidade escolhida para a coleta foi 0 Parque Nacional
Serra do Cipd, que tem despertado o interesse de pesquisadores ao longo dos anos devido as suas
caracteristicas Unicas, principalmente pelo fato de esta regido conter a transi¢do entre dois biomas
importantissimos que sdo hotspots de biodiversidade: o Cerrado e a Mata Atlantica (Ribeiro et al.,
2009). As coletas foram realizadas nos pontos SC1, SC2 e SC3, caracterizados como Mata Atlantica
e Cerrado. Este Parque também é local de ocorréncia de grande nimero de espécies vegetais e animais,
sendo um dos mais biodiversos do mundo e o distrito leva 0 nome da formacéo geoldgica natural onde

é localizado.
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Figura 1 — Imagens de satélite dos trés sitios de coleta. a — Serra do Cip6
(SC) , b —Itabira (CC) e c — Serra do Caraga (CR).

2.2 Coleta e preparo do material algal

Dentro dos sitios de coleta, coletamos algumas amostras de algas com a técnica de raspagem,
que consiste em friccionar uma escova de plastico nas pedras para retirar o material algal fixado, e
essas amostras foram analisadas posteriormente em laboratério. As amostras foram coletadas de rochas
que estavam na parte bentbnica, em cérregos com profundidade de ~30 a 50 cm. Algas flutuantes,
como Spyrogyra sp. e Mougeotia sp., foram diretamente recolhidas da coluna d’agua em areas de
remanso. Além disso, a alga perifitica Batrachospermum sp. foi cuidadosamente recolhida de rochas
com o auxilio de escovas plasticas. Todos esses materiais foram transferidos para garrafas plasticas
devidamente identificadas (Figura 2b), armazenadas em bolsa térmica para transporte até seu
processamento. Cada amostra foi dividida em duas fragdes, destinadas a diferentes finalidades: (1)

fracdo fixada com lugol (8 mL) usada para identificacdo das algas. A identificacdo foi realizada no
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Laboratério de Ficologia do ICB-UFMG (Figura 2a), com o auxilio do microscépio Olympus CH30.
(2) Fracdo in natura usada para deteccdo de nanoparticulas. Para enfocar algas de maior biomassa e
maiores dimensdes, os individuos dos géneros mencionados foram mantidos fixos enquanto eram
lavados com agua destilada (5x) de modo a tentar eliminar particulas e microrganismos aderidos as
superficies das algas de interesse. Em seguida, as amostras das algas macroscopicas foram maceradas,
sendo o material resultante ressuspendido em agua destilada (10 mL) (Figura 2b). Essa suspensao foi
depositada, gota a gota, em uma grade de cobre especifica para analises de TEM (Microscopia

Eletronica de Transmiss&o).

Figura 2 — Material algal coletado nos sitios de amostragem. (a) Garrafa de vidro, cor &mbar, com o
material algal fixado com lugol para identificacdo. (b) Garrafas de plastico com o material algal enviado
para a caracteriza¢do no centro de microscopia.

A microscopia eletrénica de transmissdo (TEM), uma técnica eficiente e frequentemente
utilizada nesse tipo de analise, foi utilizada na deteccdo de nanoparticulas metalicas nas amostras. Por
meio dessa técnica, conseguimos determinar o tamanho e a morfologia das nanoparticulas metalicas
pelo processo onde a amostra analisada é irradiada por um feixe de elétrons que é transmitido atraves
dela, entdo os elétrons transmitidos interagem fortemente com os a&tomos da amostra causando sua

dispersdo, assim os elétrons dispersos mudam de direcdo e a imagem é formada (Moraes et al., 2018).
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A microscopia eletronica de alta resolucdo (HRTEM) baseia-se no mesmo principio da técnica TEM,
utilizando o microscopio FEI Tecnai G2-20 S-TWIN, porém permite a determinagdo da estrutura
cristalina e a composicao quimica das nanoparticulas encontradas.

A espectroscopia de raios X por energia dispersiva (EDS) foi utilizada para determinar a
composicdo quimica das nanoparticulas metélicas. Esta técnica baseia-se na detec¢do dos raios X
emitidos por uma determinada amostra como consequéncia da interagdo desta com um feixe de elétrons
de alta energia. Essa interagcdo causa uma excitacdo de elétrons localizados em niveis internos de baixa
energia, propiciando a geragdo de orbitais vazios que passam a ser ocupados por elétrons de niveis
externos de alta energia. Essa transferéncia eletronica ocasiona a liberacdo de energia na forma de
raios-X. A determinacdo da composi¢do quimica das nanoparticulas metalicas se deve ao principio
fundamental de que cada elemento possui sua propria estrutura atbmica. Assim, a técnica EDS,
realizada por meio de um detector “silicon drift”, da Oxford Instruments, forneceu os valores
correspondentes a cada elemento presente na amostra, de acordo com a emissdo de raios-X

caracteristica.

3. Resultados

A tabela 1 exibe os pontos de coleta deste trabalho, assim como as espécies de microalgas
encontradas em cada um deles. As espécies marcadas com um circulo vermelho apresentaram maior
densidade (o que é possivel de se verificar a olho nu) volumétrica e foram escolhidas para o preparo
do material algal. As demais espécies (sem o circulo vermelho) estavam presentes nas amostras, porém

em menor densidade.
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Mougeotia Spyrogyra Batrachospermum | Pinnularia Navicula Actinotaenium Euglena

Capelinha @ X X X
Cascatinha ®

Cascudo X @

C. C. Cricid. @ X X

S. do Cipo X
Netrium Cosmarium Eunotia Stauroneis Ulnaria ulna Cymbella Oedogonium Phormidium
Capelinha X X
Cascatinha
Cascudo X
C. C. Criciu. X X X X
S. do Cipo

Tabela 1. Relagdo dos locais de coleta das amostras com as espécies de microalgas e cianobactéria
encontradas.

Com a técnica de microscopia eletrénica de transmissdo de alta resolu¢cdo (HRTEM) foi
possivel determinar a estrutura cristalina das MeNPs encontradas nos locais de coleta mencionados
anteriormente (Materiais e Métodos, item 2.3). Nesses locais, as amostras coletadas apresentaram
predominancia das espécies Batrachospermum sp., Spyrogyra sp., € Mougeotia sp., de acordo com a
devida identificacdo das mesmas (Materiais e Métodos, item 2.1). A amostragem realizada na Serra do
Cip6 ndo apresentou resultados detectaveis de biossintese de nanoparticulas metélicas. As imagens
HRTEM correspondentes as amostras da Trilha da Cascatinha (CR2 - Figura 3a) e do Rio Cascudo
(CR3 - Figura 3c), mostraram a presenca de nanoparticulas metalicas policristalinas nos preparados
algais de Mougeotia sp. e Batrachospermum sp. O carater policristalino das nanoparticulas foi

evidenciado pela analise FFT (Figura 3b e 3d).
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Figura 3 — Imagens da caracterizagdo das nanoparticulas metalicas
detectadas na Trilha da Cascatinha e Rio Cascudo (Serra do Caraga).

aec—HRTEM; b e d-FFT. Material algal produzido de Mougeotia
sp e Batrachospermum sp. respectivamente.

As imagens HRTEM feitas a partir de amostras da Trilha da Capelinha (Figura 4a) indicaram
nanoparticulas metalicas a partir do preparado algal feito de Batrachospermum sp. A analise FFT
dessas nanoparticulas foram analisadas ao longo do eixo zona [100], com distancias interplanares
caracteristicas dos planos (020), (022) e (002) na estrutura cubica de face centrada (fcc), o que confirma

a cristalinidade da nanoparticula de ferro (Figura 4b).

) P Wy _g‘wx' . » » 4
Figura 4 — Imagens da caracterizagdo das nanoparticulas detectadas

na Trilha da Capelinha (Serra do Caraca). a— HRTEM e b — FFT.
Material algal produzido de Batrachospermum sp.
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As imagens HRTEM feitas a partir de amostras do Cérrego Criciuma (Figura 5a) indicaram
nanoparticulas metalicas a partir do preparado algal feito de Spyrogira sp. A andlise FFT dessas
nanoparticulas foram analisadas ao longo do eixo zona [111], com distancias interplanares
caracteristicas dos planos (011), (101) e (110) na estrutura cubica de face centrada (fcc), o que confirma

a cristalinidade da nanoparticula de bario (Fig. 5b).

Figura5 - Imégeh's:daicaracterizagéo das nanoparticulas detectadas
no Carrego Criciima (Itabira-MG). a— HRTEM e b — FFT. Material
algal produzido de Spyrogira sp.

A composicdo quimica das MeNPs foi confirmada por espectroscopia de raios X por energia
dispersiva (EDS). A andlise EDS das NPs encontrados na Trilha da Cascatinha (Fig. 6), indicou a
composic¢do quimica dos elementos Si (52,9%), Fe (33,8%) e Co (13,3%), como esta indicado na tabela
ao lado. Os espectros de EDS registrados nas nanoparticulas da Trilha da Cascatinha mostraram com
precisdo um pico em 1,9 keV correspondente ao sinal de Si, um pico em 6,2 keV correspondente ao

sinal de Fe e um pico em 7,0 keV correspondente ao sinal de Co, como mostrado na figura 6.

10085 J cu
7.50E4 Element wt %
500e4 ]| O =
2 5054 Cu Si 52,9
[ Cu i
Fe 33,8
182 Co 13,3

1,563

1,263 Si

Counts (arb. units)

9,0E2

6,0E2

3,0E2

0.0

Energy (KeV)

Figura 6 — Espectros de EDS registrados nas amostras
coletadas na Trilha da Cascatinha e tabela com os elementos
guimicos encontrados.
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A andlise EDS das NPs encontrados no Rio Cascudo (Figura 7), indicou a composi¢do quimica
dos elementos Si (42,0%), Al (26,3%), Fe (14,7%) e 17,0% de outros metais em menor quantidade
encontrados nas amostras, como esta indicado na tabela ao lado. Os espectros de EDS registrados nas
nanoparticulas do Rio Cascudo mostraram um pico em 1,7 keV correspondentes ao sinal do Si, um
pico em 1,4 keV correspondente ao sinal de Al e picos de 0,4, 6,2 e 7,0 keV correspondentes ao sinal
de Fe.

6E5 [
565
455 « Element wt %
265 3 :
o s °c‘u AL Si 42,0
’:E, 7 Al 26,3
g 1,0E4 Fe 14,7
2 Outros 17,0
5
[=]
o

5,0E3

0,0

Energy (KeV)

Figura 7 — Espectros de EDS registrados nas amostras
coletadas no Rio Cascudo e tabela com os elementos quimicos
encontrados.

A analise EDS das NPs encontradas Trilha Capelinha (Figura 8), indicou a composic¢ao quimica
de Fe (79,7%), Cr (7,3%), Ca (5,9%), Al (4,8%) e Mg (2,2%). Os espectros de EDS registrados nas
nanoparticulas da Trilha da Capelinha mostraram picos de 0,7, 6,5 e 7,1 keV correspondentes ao sinal
de Fe, um pico de 5,3 keV correspondente ao sinal de Cr, um pico de 3,8 keV correspondente ao sinal
de Ca, um pico de 1,3 keV correspondente ao sinal de Al e um pico de 1,2 keV correspondente ao sinal
de Mg.
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fgi Fe 79,7
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S Ca 5,9
2
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2
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Figura 8 — Espectros de EDS registrados nas amostras
coletadas na Trilha da Capelinha e tabela com os elementos
quimicos encontrados.

A andlise EDS das NPs encontradas ponto de coleta Corrego Criciima (Figura 9), indicou a
composicdo quimica de Ba (92,1%), Ca (5,1%), S (1,5%) e K (1,3%). Os espectros EDS para as NPs

do Cdrrego Criciima mostraram picos em 0,9, 4,5, 4,9 e 5,2 keV correspondentes ao sinal de Ba.

6,0E3 il
40E3 ] o Element wt %
2,0E3 - l° - cu Ba 92,1
- . A
2,00E2 ] Ca 51
1,75€2 - S 1,5
1,50E2 13

1,25E2

Counts (arb. units)

1,00E2
7,50E1

5,00E1

2,50E1

0,00
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 16 18

Energy (KeV)

Figura 9 — Espectros de EDS registrados nas amostras coletadas
no Corrego Cricilma e tabela com os elementos quimicos
encontrados.
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4. Discussao

As diferencas na composicao das NPs entre diferentes algas € um padréo interessante e ainda
ndo mencionado em outros estudos realizados com estes organismos em ambientes naturais. Assim,
enquanto Mougeotia sp. da Trilha da Cascatinha e do Rio Cascudo sintetizou NPs com maior
porcentagem de silicio, Batrachospermum sp. da Trilha da Capelinha e do Corrego Cascudo
apresentaram maior porcentagem de silicio e ferro, a microalga Spyrogyra sp. encontrada no Corrego
Criciima apresentou maior porcentagem de bario.

O fato dos nucleos das NPs observadas neste estudo, serem compostos por diferentes metais e
em diferentes propor¢des ndo € facilmente explicavel pelas informacgdes disponiveis na literatura.
Entretanto, é possivel sugerir algumas condi¢des que poderiam ser determinantes na estruturacédo
dessas NPs. Pode-se supor, como visto em outros trabalhos com sintese de MeNPs, que a maior
porcentagem de um determinado elemento metalico no nicleo da NP indique sua maior disponibilidade
no ambiente, uma maior afinidade da microalga por este metal ou uma maior capacidade da microalga
em converter o ion deste metal em sua forma zero. Entretanto, tais hipoteses devem ser testadas em
outros estudos.

A limitacdo da literatura sobre a biossintese de nanoparticulas metalicas na natureza,
mencionada acima, € extrema. Além disso, de modo geral, as pesquisas cientificas voltadas a
biossintese de NPs sdo desenvolvidas somente com extratos vegetais, ndo envolvendo organismos
vivos, o0 que também diferencia esse trabalho. Além do presente estudo, foi encontrado somente um
artigo cientifico no qual organismos vivos foram responsaveis pela sintese de NPs. Trata-se da bactéria
Cupriavidus metallidurans, capaz de converter ions de ouro (Au) em AuNPs (Butof et al., 2018).

Portanto, o presente estudo é o segundo registro da biossintese de nanoparticulas utilizando organismos
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vivos, 0 primeiro utilizando microalgas e, ainda mais relevante, o primeiro a demonstrar que essa
biossintese deve ocorrer na natureza.

Os métodos de microscopia refinados foram Gteis para confirmar a presenga de MeNPs nas
amostras. Esses métodos aplicados aqui foram relevantes ndo apenas para confirmar a presenca das
nanoparticulas, mas também para caracteriza-las. Uma vez que as propriedades fisicas e quimicas das
NPs e, consequentemente, sua reatividade, dependem fortemente de seu tamanho e forma (Castro et
al., 2013; Ferreira et al., 2017), tal caracterizacdo é relevante para se supor aspectos de sua interacao
com o0 meio e possiveis aplicagdes. O nimero de nanoparticulas metalicas encontradas neste trabalho,
foi pequeno e seu tamanho foi de ~4 nm. E conhecido que a composicio e a disponibilidade de
biomoléculas estabilizadoras podem determinar o tamanho do nucleo metalico (Martinez-Prieto et al.,
2015) e ha alguns estudos que mostraram, de modo mais especifico em relacdo a biossintese, que as
estruturas da maquinaria celular do organismo podem influenciar a forma e o tamanho das
nanoparticulas metalicas (Parial et al., 2012; Moraes et al., 2021).

A deteccdo de NPs em um ambiente antropizado, como o Cérrego Cricilma, ndo permite
sugerir se estas resultam de biossintese no local ou se sdo contaminantes provenientes de produtos
utilizados nas atividades agropecuarias. Essa possibilidade é refor¢ada pelo fato das NPs detectadas
nesse local serem constituidas do elemento quimico metalico Ba, também muito utilizado em
atividades industriais (USEPA, 2005). Este elemento quimico apresenta alto grau de toxicidade quando
presente no meio ambiente (Cunha & Machado, 2004). Por outro lado, é provavel que as NPs
registradas nos ambientes pristinos resultem da biossintese nos préprios locais de amostragem. Os
parques naturais tém maiores chances de apresentar MeNPs produzidas por sintese verde, pois o0 solo
ndo recebe produtos quimicos para o cultivo de lavouras para alimentar o gado, porém essas particulas

podem ser transportadas pela atmosfera, por isso ndo podemos afirmar com certeza sua origem.
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5. Concluséo

Este estudo mostrou que nanoparticulas metalicas podem ser sintetizadas por microalgas no
ambiente, registrando assim, pela primeira vez na literatura cientifica, esse processo ocorrendo na
natureza. As analises mostraram que nanoparticulas metalicas compostas por 5 tipos de elementos
quimicos: Si, Fe, Al, Cr e Ba foram sintetizadas por microalgas dos géneros Bathrachospermum sp.,
Spyrogyra sp. e Mougeotia sp. Entretanto ha uma possibilidade remota de que essas nanoparticulas
tenham sido transportadas por meio da atmosfera até os locais de coleta. A composicao quimica das
NPs registradas nos locais de amostragem, nos permitiu sugerir que as espécies de microalgas presentes
nos locais de coleta tenham afinidade por esses elementos quimicos metalicos, ou que esses estejam
mais disponiveis nesses ambientes, ou ainda, que essas microalgas tenham maior facilidade em

converter esses metais para a sua forma zero.
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