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RESUMO

As microalgas, especialmente Dunaliella salina, sao fontes promissoras de biomassa
devido a sua alta produtividade e capacidade de crescer em uma variedade de condicdes,
incluindo aguas residuais e ambientes desfavoraveis a agricultura convencional. Devido a isto,
os biofertilizantes de microalgas sdo estudados como método sustentavel para substituir os
fertilizantes quimicos tradicionais. Além disto, o sequestro de CO> através de microalgas ¢ uma
estratégia para reduzir as emissoes industriais de carbono, destacando a necessidade de energia
renovavel e nutrientes acessiveis para otimizar a eficiéncia. Desta maneira as microalgas sao
utilizadas na agricultura como recurso para melhorar o crescimento das plantas, fornecer
nutrientes e atuar como agentes de biocontrole. Neste estudo nanoparticulas de prata (AgNPs),
zinco (ZnNPs) e titanio (TiNPs) foram sintetizadas utilizando o microrganismo D. salina como
agente estabilizador, os precursores metéalicos empregados foram nitrato de prata (AgNOs),
acetato de zinco diidratado (CsHesO4Zn-2H-0) e isopropoxido de titanio (Ci2H2204T1), todos na
concentragdo de 1 mM. Apds a sintese foi realizada a caracterizagdo fisico-quimica das
nanoparticulas por espalhamento dindmico de luz (DLS), microeletroforese e rastreamento de
nanoparticulas (NTA). As nanoparticulas NPAg apresentaram um didmetro médio de 84,12 +
1,05 nm, potencial zeta de - 4,78 £ 4,053 mV, indice de polidispersao de 0,232 + 0,017 e
concentragdo de 2,85 x 109 NPs/mL, as NPZn, didmetro médio 84,81 + 23,10 nm, potencial
zeta de — 2,44+ 0,606 mV, indice de polidispersao de 0,917 + 0,142 e concentragdo de 2,75 x
109 NPs/mL e a NPTi, didmetro médio de 165 + 1,91 nm, potencial zeta de -2,44 + 4,884 mV,
indice de polidispersdao de 0,234 + 0,08 e concentragdo de 2,50x 109 NPs/mL. Os resultados
das andlises de germinacdo in vitro utilizando sementes de feijao carioca (Phaseolus vulgaris)
e tomate cereja (Solanum lycopersicum), mostraram que as nanoparticulas influenciaram o
crescimento radicular de maneira distinta, indicando que as NPs em concentragdes menores
apresentam aumento no comprimento das raizes em comparagdo com o controle. A
determinacdo de crescimento das microalgas a partir das NPs foi determinada por densidade
optica em leitor de microplacas em absorbancia a 600 nm, onde, foi possivel observar
crescimento na exposi¢do de NPsTi. Logo, a sintese biogénica de NPs por D. salina mostrou-
se promissora, ¢ auxiliando na germinagdo de sementes. Além disso, verificou-se aumento
significativo na biomassa e na taxa de fixagdo de CO: nos cultivos enriquecidos com 5% de
CO., evidenciando a eficiéncia de D. salina na captura de carbono. Os resultados refor¢am o
potencial da microalga como insumo sustentavel para a agricultura e sua contribui¢do para a
mitigacdo das emissdoes de CO, novos estudos devem ser conduzidos com o intuito de
aprimorar as propriedades do material final, assegurando sua seguranca e eficacia.

Palavras-chaves: Dunaliella salina, nanoparticulas, biomassa, sequestro de CO2, estimulacao
de crescimento, tomateiro, feijoeiro e biofertilizantes.



ABSTRACT

Microalgae, especially Dunaliella salina, are promising biomass sources due to their
high productivity and ability to grow in a variety of conditions, including wastewater and
environments unfavorable to conventional agriculture. Because of this, microalgae
biofertilizers are being studied as a sustainable method to replace traditional chemical
fertilizers. Furthermore, CO2 sequestration through microalgae is a strategy to reduce industrial
carbon emissions, underscoring the need for renewable energy and readily available nutrients
to optimize efficiency. In this way, microalgae are used in agriculture as a resource to improve
plant growth, provide nutrients, and act as biocontrol agents. In this study, silver nanoparticles
(AgNPs), zinc nanoparticles (ZnNPs), and titanium nanoparticles (TiNPs) were synthesized
using the microorganism D. salina as a stabilizing agent. The metallic precursors employed
were silver nitrate (AgNOs), zinc acetate dihydrate (CsHsOsZn-2H.0), and titanium
isopropoxide (Ci2H2:04T1), all at a concentration of 1 mM. After synthesis, the nanoparticles
were characterized by dynamic light scattering (DLS), microelectrophoresis, and nanoparticle
tracking analysis (NTA). The NPAg nanoparticles presented an average diameter of 84.12 +
1.05 nm, a zeta potential of -4.78 + 4.053 mV, a polydispersity index of 0.232 +£0.017, and a
concentration of 2.85 x 10° NPs/mL; the NPZn nanoparticles had an average diameter of 84.81
+ 23.10 nm, a zeta potential of -2.44 + 0.606 mV, a polydispersity index of 0.917 + 0.142, and
a concentration of 2.75 x 10° NPs/mL. The NPTi nanoparticles had an average diameter of 165
+ 1.91 nm, a zeta potential of -2.44 + 4.884 mV, and a polydispersity index of 0.234 + 0.08. A
concentration of 2.50 x 10° NPs/mL was used. Results from in vitro germination analyses using
carioca bean (Phaseolus vulgaris) and cherry tomato (Solanum lycopersicum) seeds showed that
the nanoparticles influenced root growth in distinct ways, indicating that NPs at lower
concentrations showed an increase in root length compared to the control. The growth of
microalgae exposed to NPs was determined by measuring absorbance at 600 nm in a microplate
reader, with growth observed upon exposure to TiNPs. Therefore, the biogenic synthesis of NPs
by D. salina proved promising, aiding in seed germination. Furthermore, a significant increase
in biomass and CO: fixation rate was observed in cultures enriched with 5% CO-, highlighting
D. salina’s efficiency in carbon capture. The results reinforce the potential of microalgae as a
sustainable input for agriculture and their contribution to mitigating CO- emissions; further
studies should be conducted to improve the properties of the final material, ensuring its safety
and effectiveness.

Keywords: Dunaliella salina, nanoparticles, biomass, CO: sequestration, growth stimulation,
tomato, common bean, and biofertilizers.
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1 INTRODUCAO

O agronegocio brasileiro constitui um pilar central da economia nacional, influenciando
diretamente o desempenho macroecondmico, a geracdo de renda e emprego, a balanga
comercial e a seguranga alimentar global. Estudos recentes indicam que o setor representa cerca
de 30% do Produto Interno Bruto (PIB) brasileiro, sendo responsavel por uma expressiva
parcela das exportagdes do pais, especialmente de produtos como soja, carnes, agucar, café e
celulose (CEPEA, 2021).

Avangos em tecnologia agricola, praticas de manejo e maior eficiéncia no uso da terra
tém permitido que a produgdo agricola brasileira cresca de forma mais acelerada do que a
expansdo da area plantada. Dados historicos indicam que, entre 1975 e 2017, a produgdo de
graos no pais aumentou mais de seis vezes, enquanto a area cultivada pouco mais que dobrou,
evidenciando ganhos substanciais de produtividade e consolidando o Brasil como um dos
maiores produtores mundiais (EMBRAPA, 2018; CONAB, 2024; Vieira Filho, 2024).

Estudos preveem que, em 2050, a populagdo humana pode chegar a 8 bilhdes, podendo
alcangar 10 bilhdes de pessoas nos proximos 50 anos (Kumar et al., 2018; Prosekov et al.,
2018). Logo, o desenvolvimento tecnoldgico nesta drea passa a ser uma necessidade, sendo
imprescindiveis estratégias que contornem estes problemas, como a resisténcia a fitopatégenos,
a competi¢do com plantas daninhas e a fertiliza¢do do solo, tudo visando a melhor conservacao
do ambiente e a pratica de uma agricultura sustentavel. Esta necessidade ¢ iminente e alinha-se
aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentiavel (ODS) da ONU, incluindo Agua Limpa,
Saneamento, A¢do Climatica, Vida Abaixo da Agua, Vida em Terra ¢ Fome Zero (Randers et
al., 2019).

Uma das estratégias adotadas para suprir essas necessidades ¢ o uso de fertilizantes a
base de microrganismos, os quais vém sendo amplamente estudados visando a substitui¢do
parcial ou total dos fertilizantes quimicos convencionais, que podem provocar alteracdes na
microbiota benéfica do solo e a contaminagdo de aquiferos por lixiviagdo de nutrientes (Meena
et al., 2020). Esses fertilizantes microbianos, também denominados biofertilizantes, incluem
diferentes grupos funcionais de microrganismos, como os fixadores de nitrogénio, os
solubilizadores de fosforo e os produtores de fitormdnios, capazes de atuar diretamente na
nutri¢ao vegetal e no desenvolvimento das plantas (Bashan ef al., 2014).

A producdo sustentavel de alimentos ¢ uma das questdes centrais da bioeconomia
contemporanea, uma vez que o aumento da demanda alimentar precisa ser conciliado com a

preservacao dos recursos naturais e a mitigacdo dos impactos ambientais da agricultura. Nesse
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contexto, torna-se essencial o desenvolvimento de novas praticas agricolas baseadas na
eficiéncia do uso de bioinsumos, na economia circular e na redugdo da dependéncia de produtos
quimicos convencionais (Trigo et al., 2023). Assim, cresce o interesse por alternativas
biotecnologicas que promovam o equilibrio entre produtividade e sustentabilidade, como o uso
de biofertilizantes e biostimulantes derivados de microalgas e cianobactérias, capazes de
reduzir a aplicacdo de fertilizantes sintéticos e melhorar a qualidade do solo (Ghosh et al., 2022;
Ramakrishnan et al., 2023; Alvarez-Gil et al., 2023).

Estudos demonstram que a aplicacdo de microrganismos associados as plantas constitui
uma alternativa ecoldgica e sustentavel, destacando-se especialmente as rizobactérias
promotoras de crescimento vegetal (PGPR), reconhecidas por seus efeitos positivos no
crescimento das plantas, no aumento da absor¢ao de nutrientes e na protecdo contra patdgenos
(Nazari et al.,2020; Meena et al.,2020). Microrganismos como Azospirillum, Bacillus,
Pseudomonas e Rhizobium sao amplamente utilizados como inoculantes agricolas,
contribuindo para a reducao do uso de fertilizantes nitrogenados e fosfatados de origem sintética
(Hungria et al., 2015).

Nesse contexto, as microalgas surgem como uma alternativa complementar e
promissora aos biofertilizantes microbianos tradicionais, uma vez que apresentam elevada
capacidade de fornecer macro e micronutrientes, além de compostos bioativos, como
aminodcidos, vitaminas, polissacarideos e fitormonios naturais (Kapoor et al., 2022). A
aplicacdo de biomassa microalgal ou de seus extratos tem demonstrado potencial para estimular
a germinacgao, o crescimento radicular e o acimulo de biomassa vegetal, além de favorecer a
atividade microbiologica do solo (Battista et al., 2021). Dessa forma, as microalgas podem
substituir parcialmente fertilizantes quimicos, especialmente os nitrogenados, a0 mesmo tempo
em que atuam como bioestimulantes, promovendo interagdes sinérgicas com microrganismos
do rizossistema e contribuindo para sistemas agricolas mais sustentaveis (Bashan et al., 2014;
Kapoor et al., 2022).

Entre os microrganismos que estdo sendo estudados, as microalgas se apresentam como
uma das solug¢des mais promissoras para producao de biofertilizantes, ndo apenas pela produgao
de biomassa de valor agregado em grande escala, mas também pelo fato de converterem
biologicamente a energia solar e gases, fazendo sequestro de didéxido de carbono, além de
apresentarem outras inumeras caracteristicas positivas, como sua universalidade, fluxo
metabolico acelerado, curto tempo de geracdo, conversdo de nitrogénio biologicamente
benigno, através da fixacdo de nitrogénio e disponibilidade de fosforo e potassio (Alvarez et

al.,2021; Ghosh et al.,2022; Win et al.,2018).



13

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Agronegocio Brasileiro

O agronegbcio brasileiro ocupa posicdo estratégica no cenario agricola mundial,
destacando-se tanto pela extensdo da drea cultivada quanto pelos elevados niveis de
produtividade e volume de produgdo. O setor constitui um dos principais pilares da economia
nacional e desempenha papel essencial na seguranga alimentar global. O Brasil figura entre os
maiores produtores e exportadores mundiais de soja, exercendo papel central no abastecimento
internacional dessa commodity amplamente utilizada na alimentacdo humana, animal e na
produg¢do de biocombustiveis (FAO, 2023; USDA, 2024). O pais também mantém,
historicamente, a posi¢do de maior produtor e exportador de café do mundo, além de integrar o
grupo dos trés maiores produtores globais de milho, ao lado dos Estados Unidos ¢ da China
(CONAB, 2024; USDA, 2024).

No segmento de fibras agricolas, o Brasil destaca-se como um dos principais produtores
e exportadores mundiais de algoddo, resultado do avango tecnoldgico, do aumento da
produtividade e da expansdo de areas altamente mecanizadas, especialmente na regido do
Cerrado (CONAB, 2024; Embrapa, 2023). Ademais, o pais apresenta forte relevancia na
fruticultura, sendo o maior produtor mundial de laranja e um dos principais produtores de frutas
tropicais, como banana, mamado e manga, refor¢ando a diversidade agricola nacional e o
potencial de agregacdo de valor as cadeias produtivas (FAO, 2023; IBGE, 2024; Abrafrutas,
2023). Em termos de uso da terra, o Brasil possui uma das maiores areas agricolas do mundo,
com mais de 90 milhdes de hectares cultivados, distribuidos entre graos, fibras, oleaginosas e
culturas perenes, com crescimento da producdo baseado principalmente em ganhos de
produtividade (IBGE, 2024; Vieira Filho, 2024).

Esse protagonismo amplia a responsabilidade do pais na ado¢ao de sistemas produtivos
mais sustentaveis, estimulando o desenvolvimento e a aplicagdo de tecnologias inovadoras,
como biofertilizantes a base de microrganismos e microalgas, além da nanotecnologia agricola,
capazes de reduzir impactos ambientais e aumentar a eficiéncia no uso de recursos naturais
(Embrapa, 2023; Gagliardi, 2023; Barbosa, 2023).

No entanto, tem sido observado um crescente interesse nos derivados de microalgas,
que incluem fitormdnios e compostos semelhantes a hormonios, como auxinas, citocininas,
giberelinas e 4cido abscisico. Além disso, oligossacarideos e polissacarideos, como os
sulfatados e exopolissacarideos, e compostos fenolicos com notavel atividade antioxidante,

também sdo de grande relevancia (Gheda et al., 2015; Mazhar et al., 2013). Estudos conduzidos
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por Stadnik et al. (2014) demonstraram que esses compostos apresentam elevado potencial para
promover o crescimento vegetal, aumentar a absor¢ao de nutrientes e induzir maior tolerancia
a estresses abioticos, como seca, salinidade e estresse oxidativo, bem como a estresses bioticos,

incluindo a resisténcia a fitopatogenos.

2.2 Microalgas

As microalgas sdo seres microscopicos unicelulares que realizam fotossintese, vivem
em ambientes aquaticos ou em solo imido, sdo eucariotos e clorofitos (Hadi et al., 2015;
Yarnold et al., 2019). Elas desempenham um papel importante como fonte para a sintese de
diversos produtos bioldgicos, incluindo combustiveis, cosméticos, ragdo animal e suplementos
alimentares (Chan et al., 2022). Portanto, representam fontes promissoras de nutrientes e
compostos bioativos, proporcionando beneficios potenciais para a nutrigdo humana, a
agricultura sustentavel e as industrias relacionadas (Gitau et a/.,2021; Jesus 2020; Youssef et
al.,2022).

No entanto, ainda existem problemas a serem superados, como a eficiéncia de produgao
e a conversdo de biomassa, fontes de nutrientes limitadas ou dispendiosas, elevado consumo de
energia e custos elevados de producdo e de industrializagdo. Entre os pontos positivos, temos a
possibilidade de coleta e processamento continuos da biomassa, o que favorece a producao
integrada e sequencial de diversos produtos. Desta maneira, existem varias iniciativas em curso
que buscam integrar a producdo e o processamento de microalgas em diferentes areas, como as
de alimentos, ambientais e agropecuarias (Alvarez et al.,2021; Puglisi et al.,2018; Sharma et
al.,2014).

Outro fator positivo € a boa combinacdo entre produgdo de biocombustiveis e auxilio
em tratamento ambiental, que torna as microalgas um alvo de estudos que visam impulsionar a
bioeconomia, além de serem as principais produtoras de oxigénio atmosférico, produzirem
elevado teor de lipideos ou amido que pode ser aproveitado na producao de biodiesel ou etanol,
respectivamente (Cuellar-Bermudez et al.,2015; Lozano-Garcia et al.,2019; Rezvani et
al.,2020).

A espécie Dunaliella salina ¢ uma microalga que tem despertado consideravel interesse
devido as suas propriedades nutricionais € a sua aplicagdo industrial. Por outro lado, ¢ uma
microalga halofilica, conhecida por prosperar em ambientes de alta salinidade e por produzir
beta-caroteno sob condi¢gdes de estresse salino, o que a torna uma fonte valiosa desse precursor

da vitamina A (Gitau ef al.,2021; Jesus,2020; Youssef et al.,2022).
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2.3 Caracteristicas Fisiologia de Dunaliella salina

Dunaliella salina ¢ uma microalga verde unicelular do filo Chlorophyta, reconhecida
por sua notavel habilidade de sobreviver e crescer em ambientes de alta salinidade, sendo
considerada um modelo bioldgico para estudos de halotolerincia e de estresse osmotico
(Hyrslova et al.,2022; Mawed et al.,2022). Um dos principais mecanismos fisioldgicos que
permitem a adaptag@o de D. salina a ambientes hipersalinos ¢ a osmorregulagdo via acimulo
de glicerol intracelular, que atua como soluto compativel para equilibrar a pressao osmotica
entre a célula e o meio externo, garantindo a manutengdo da integridade celular mesmo em
salinidades extremas (Borovkov et al.,2022).

Outro destaque fisiologico de D. salina ¢ sua capacidade de produzir e acumular grandes
quantidades de B-caroteno, especialmente sob condigdes de alta intensidade luminosa e de
estresse salino. O B-caroteno atua como antioxidante e fotoprotetor, reduzindo os danos
causados por radicais livres gerados durante a fotossintese sob condi¢des adversas (Borovkov
et al., 2021; Mawed ef al., 2022). Embora o B-caroteno ndo atue diretamente como nutriente
essencial ou fitormonio em plantas cultivadas, estudos indicam que carotenoides de origem
microalgal podem exercer efeitos bioestimulantes indiretos, contribuindo para a mitigagao do
estresse oxidativo, a melhoria da eficiéncia fotossintética e a ativacdo de mecanismos
fisiologicos de tolerancia a estresses abidticos, uma vez que esses compostos sdo precursores
da biossintese do acido abscisico (ABA) em plantas superiores (Havaux et al., 2014; Ruiz-Sola
et al., 2012). Dessa forma, a aplicacdo de biomassa ou de extratos de D. salina ricos em [3-
caroteno pode beneficiar culturas como a soja, sobretudo em condi¢des de estresse ambiental,
atuando como bioestimulante no contexto da agricultura sustentavel.

Outro destaque fisiologico de D. salina € sua capacidade de produzir e acumular grandes
quantidades de B-caroteno, especialmente sob condigdes de alta intensidade luminosa e de
estresse salino. O B-caroteno atua como antioxidante e fotoprotetor, reduzindo os danos
causados por radicais livres gerados durante a fotossintese sob condi¢des adversas. Estudos
recentes indicam que a produgdo de B-caroteno pode chegar a até 10% do peso seco celular
(Borovkov et al.,2021; Mawed.,2022).

No processo fotossintético, D. salina apresenta alta eficiéncia na conversao de energia
luminosa, ajustando rapidamente sua taxa fotossintética em resposta a variagdes na intensidade
de luz (Jo et al., 2022). Suas células possuem clorofilas a e b, o que permite uma adaptacao
fisiologica eficiente as mudangas ambientais. Diferentemente de muitas microalgas verdes, a
D. salina nao apresenta parede celular rigida, mas apenas uma membrana plasmatica espessa e

flexivel. Essa caracteristica favorece alteracdes rapidas no volume celular em resposta a
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flutuagdes osmoticas, além de facilitar processos industriais, como a extragdo de carotenoides
(Barbosa et al.,2023).

Adicionalmente, D. salina apresenta movimento ativo por meio de dois flagelos,
permitindo a migracdo em direcdo a condigdes mais favoraveis de luz e de nutrientes. A
microalga também demonstra capacidade mixotrofica, podendo utilizar fontes organicas de
carbono em determinadas situagdes, ampliando sua versatilidade para aplicagdes
biotecnolégicas (Jo et al.,2024).

Essas caracteristicas fisiologicas posicionam a D. salina como uma microalga
promissora para uso em biotecnologia, seja na produgdo de compostos bioativos, como -
caroteno, seja em processos sustentdveis de sequestro de CO: e de mitigagdo de impactos

ambientais.

2.4 Sequestro de dioxido de carbono (CO2)

Atualmente, um dos temas mais discutidos, devido as alteragoes climaticas, é a emissao
abundante de didxido de carbono, decorrente da liberagcdo excessiva de gases de efeito estufa
(GEE), dos quais 75% sao dioxido de carbono (CO») (Haider ef al.,2021; Yuan et al.,2022).

Avaliagdes atuais de emissdo de CO; revelou que 91% dos desastres geofisicos sdo
causados por mudancgas climaticas (Programa das Nac¢des Unidas para o Desenvolvimento) e
de acordo com a The Economist Intelligence Unit dos Estados Unidos, estima-se que, se ndo
forem tomadas medidas adequadas para combater esse problema, os efeitos climaticos podem
custar ao mundo 7,9 trilhdes de dolares e fazer com que a economia mundial perca 3% do
produto interno bruto (PIB) até 2050 (Espoir et al., 2021).

Segundo Miranda et al. (2022), ha uma relagdo direta entre os paises que apresentam
elevados niveis de emissao de CO: e aqueles que demonstram maior producao cientifica voltada
a tematica, o que representa uma perspectiva encorajadora no desenvolvimento de alternativas
para a mitigacdo das mudancas climaticas. Entre as solu¢des apontadas estd a utiliza¢do de
microalgas como aliadas a redugdo aquecimento global e o desenvolvimento de produtos com
uma pegada de carbono zero, mostrando a necessidade de mais pesquisa e investimentos em
diferentes areas do conhecimento, como perspectivas bioldgicas, bioquimicas, engenharia,
entre outras, as quais, juntamente com politicas adequadas, atrairdo setores da industria que
favorecem a expansdo do mercado global de tecnologias de microalgas.

Estudos mostram que as microalgas podem realizar o sequestro de didxido de carbono

durante seu desenvolvimento, o que coloca sua utilizagdo como uma estratégia sustentavel para
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mitigar os impactos ambientais decorrentes do excesso desse gds na atmosfera (Prasad et al.,
2021). Além de serem organismos fotossintetizantes capazes de fixar CO: de forma eficiente,
as microalgas também podem gerar produtos de alto valor agregado, como biocombustiveis,
biofertilizantes, alimentos e compostos bioativos (Srimongkol et al., 2022; Prasad et al., 2021).

Essa capacidade de converter o diéxido de carbono em biomassa rica em nutrientes e
compostos energéticos permite a reciclagem completa de nutrientes e reforca seu papel na
economia circular e na bioeconomia global (Zielinski et al., 2023). Dessa forma, o cultivo de
microalgas se destaca como uma alternativa promissora para o sequestro biologico de carbono,
contribuindo simultaneamente para a geracdo de bioprodutos e para a sustentabilidade

ambiental.

2.5 Microalgas na Agricultura

A agricultura estd entre os setores que mais contribuem para as emissdes globais de
gases de efeito estufa (GEE), ocupando posicao de destaque quando considerados sistemas de
producdo convencionais e praticas de manejo intensivas (EPA, 2018). Entretanto, os impactos
ambientais associados a atividade agricola estdo fortemente relacionados ao tipo de manejo
adotado, podendo variar significativamente conforme as praticas utilizadas. Sistemas agricolas
pouco eficientes podem exercer pressdo sobre os limites ambientais, enquanto abordagens
sustentaveis apresentam potencial para mitigar emissdes e contribuir para a manutencdo da
integridade da biosfera (Balafoutis et al., 2017; Lade et al., 2020).

Pesquisas envolvendo microalgas e sua aplicagdo na agricultura sdo realizadas desde a
década de 1960, demonstrando que sua utilizacdo no tratamento de plantas pode melhorar a
estrutura e a fertilidade do solo, uma vez que a biomassa microalgal constitui uma fonte natural
de macronutrientes, como nitrogénio, fosforo, potassio, calcio, magnésio e enxofre, além de
micronutrientes essenciais, incluindo ferro, zinco, manganés, cobre, boro e molibdénio.
Adicionalmente, as microalgas apresentam elevado teor de compostos biologicamente ativos,
como aminoécidos, polissacarideos e fitormonios, que contribuem para o crescimento vegetal
e para a atividade microbiologica do solo (Alvarez et al., 2021; Puglisi et al., 2018; Sharma et
al.,2014).

No entanto, tem sido observado crescente interesse em derivados de microalgas, como
fitormonios e compostos semelhantes a hormonios, incluindo auxinas, citocininas, giberelinas
e 4cido abscisico, além de oligossacarideos e polissacarideos, como sulfatados e
exopolissacarideos, e compostos fenolicos com atividade antioxidante (Gheda et al., 2015;

Mazhar et al., 2013). Estudos conduzidos por Stadnik ez al. (2014) demonstraram que esses
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compostos apresentam elevado potencial para promover o crescimento vegetal, aumentar a
absorc¢ao de nutrientes e induzir maior tolerancia a estresses abidticos, como seca, salinidade e
estresse oxidativo, bem como a estresses bioticos, incluindo a resisténcia a fitopatogenos.

Estudo realizado por Shrestha er al. (2022), utilizando uma abordagem integrada de
pesquisa empirica e de modelagem, identificou vantagens e limitagdes da biotecnologia com
fertilizantes de microalgas, destacando o crescimento da cultura e a eficiéncia no uso de
nitrogénio (N), devido a maior sincronia entre a liberagdo de N e a absor¢ao da cultura, como
pontos positivos. Também se observou que o uso de biofertilizantes de microalgas reduziu as
emissdes de CO; e melhorou a qualidade do solo. Sendo assim, as microalgas apresentaram
potencial significativo para a reciclagem e a entrega de nutrientes, aumentando a resiliéncia e a
sustentabilidade do sistema de produgao de alimentos.

Segundo Gonzalez-Pérez et al. (2022), as microalgas t€ém grande potencial para
aplicacdo na area agricola; no entanto, muitas espécies permanecem inexploradas, o que
evidencia a necessidade de pesquisas mais aprofundadas para explorar seu potencial, como
bioestimuladores, nutricionais ¢ de melhoria de solos, tanto para microalgas vivas quanto para
extratos celulares aquosos e biomassa seca. Além disso, estudos Wang et al., 2021 indicam que
varias espécies de microalgas podem tornar os sistemas de producdo mais economicamente
viaveis.

De Morais et al. (2023) concluiram que a utilizacdo de biofertilizantes derivados de
microalgas pode contribuir para o equilibrio dos niveis de nutrientes no solo, especialmente no
fornecimento complementar de macronutrientes € micronutrientes. Embora esses bioinsumos
ndo supram integralmente as exigéncias nutricionais das culturas, particularmente em relagao
aos macronutrientes primarios, sua aplicacdo favorece o cultivo saudavel das plantas, podendo
contribuir significativamente para a agricultura sustentdvel e para a mitigacdo de CO..
Adicionalmente, a integracdo de sistemas de tratamento de aguas residuais por microalgas
representa uma solugdo promissora no contexto da economia circular, ao permitir a produgao
de biofertilizantes e a valorizacdo de recursos no setor hidrico, promovendo uma agricultura
mais sustentavel e ambientalmente responsavel.

Muitas microalgas destacam-se por produzir metabolitos bioativos, incluindo
fitormdnios e compostos andlogos, capazes de regular processos fisioldgicos vitais nas plantas,
como divisdo celular, crescimento, desenvolvimento radicular e resposta a estresses abidticos e
bidticos (Sanchez-Quintero et al., 2023). Entre os principais fitormonios identificados em
microalgas estdo as auxinas, especialmente o acido indol-3-acético (AIA), associadas ao

alongamento celular e a formagao de raizes; as citocininas, como a zeatina, responsaveis pela
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divisdo celular e pelo retardo da senescéncia; as giberelinas, envolvidas na germinagdo de
sementes e no alongamento do caule; e o acido abscisico, que atua como mediador central nas
respostas a estresses ambientais (Parmar et al, 2023; Wang et al., 2021). Espécies como
Chlorella vulgaris, Arthrospira platensis, Spirulina spp. € Dunaliella salina sao amplamente
reconhecidas por sua capacidade de sintetizar e secretar essas classes hormonais, contribuindo
para o efeito bioestimulante observado na aplicacdo agricola de biomassa e extratos

microalgais.

2.6 Nanotecnologia, nanoparticulas na area agricola

A nanotecnologia pode ser uma das chaves para contornar esses problemas relacionados
a producao de alimentos e as alteragdes climaticas, possibilitando a resisténcia de plantas a
estresses bidticos (patdgenos em geral) e abiodticos (defici€éncia hidrica, alteragdes de
temperatura etc.). A utilizacdo de solu¢des nanotecnoldgicas também possibilita a otimizagao
do uso de nutrientes e a preservagao pds-colheita das culturas (Cao et al., 2024; Daniel et al.,
2024; Manzoor et al., 2022).

As nanoparticulas (NPs) apresentam propriedades fisico-quimicas diferenciadas, como
a reatividade aumentada, alta relagdo superficie-volume, alta especificidade e capacidade de
liberagdo diferenciada (Cao et al., 2024). O desenvolvimento de nanomateriais funcionais que
apresentam custo-efetividade, biocompatibilidade e biodegradabilidade na forma de
nanoaditivos, nanofertilizantes, nanosensores, nanopesticidas, nanoherbicidas, dentre outros,
tem atraido uma consideravel atengcao no campo da agricultura, por permitir a entrega eficiente
e direcionada de defensores agricolas e nutrientes, aumentando a resisténcia das plantas a
diversos fatores de estresse, além de atuar como nanosensores para a dete¢do de diversos
poluentes, doencas e nutricdo vegetal insuficiente (Manzoor et al., 2022).

Entre os diferentes nanomateriais, as nanoparticulas de origem biogénica sao
consideradas ecologicamente mais sustentdveis, uma vez que apresentam menor geracdo de
residuos toxicos e maior viabilidade economica, devido ao seu custo relativamente baixo
(Seabra et al., 2013). Além disso, esses nanomateriais oferecem vantagens significativas por
dispensarem o uso de agentes quimicos e fisicos agressivos, frequentemente empregados em
rotas convencionais de sintese, bem como por nao exigirem elevadas quantidades de energia, o
que reduz o impacto ambiental do processo produtivo (Singh et al., 2016).

A sintese biogénica pode ser mediada por uma infinidade de microrganismos, como
bactérias, fungos, microalgas, leveduras e plantas. Os componentes biologicos, como as

enzimas, podem atuar como agentes redutores. Os principais componentes identificados sao os
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exopolissacarideos, peptideos, nitrato redutase de micro-organismos, celulose, quitina,
dextrana, alginatos de plantas (Guilger-Casagrande; de Lima 2021). Em comparacdo aos
métodos fisicos e quimicos, o método biogénico pode ser realizado em temperatura e pressao
ambiente, além de evitar o uso de aditivos toxicos (Bilesky-Jos¢ et al.,2021; Manimaran et

al.2016).

2.7 Sintese biogénicas de nanoparticulas metalicas (Ag, Zn e Ti) utilizando
microalgas

A utilizacdo de nanoparticulas metélicas de sintese biogénica, obtidas a partir de
microalgas, para aplicagdo na area agricola apresenta resultados promissores, sendo uma
possivel alternativa sustentavel aos fertilizantes tradicionais, aumentando a fertilidade do solo,
a retencao de agua e promovendo o crescimento das plantas e a atividade microbiana, o que ¢
crucial para praticas agricolas sustentaveis (Elalami et al.,2021; Gongalvez et al.,2023).

A sintese biogénica de nanoparticulas de prata (AgNPs) ¢ uma abordagem promissora
para aplicacoes agricolas, pois as microalgas produzem diversos compostos bioativos, como
proteinas, polissacarideos, pigmentos e fendis. Esses compostos atuam simultaneamente como
agentes redutores e estabilizantes na formagao das AgNPs, especialmente no controle de
patdgenos, demonstrando ser biocompativel, com baixa toxicidade e atividade antibacteriana
(Guilger-Casagrande et al., 2022; Do et al.,, 2025), dispensando a utilizacdo de reagentes
toxicos, permitindo a producdo de nanoparticulas com propriedades fisico-quimicas
controlaveis, como tamanho, forma e estabilidade coloidal (Terra et al,2019). Diversas
espécies de microalgas a exemplo de Chlorella vulgaris, Scenedesmus obliquus, Dunaliella
salina, Spirulina platensis e Arthrospira spp., ja demonstraram capacidade de sintetizar AgNPs,
com variagdes nos resultados conforme o tipo de biomassa utilizada (liquida ou liofilizada), as
condig¢des de cultivo e os parametros da reagdo de sintese (Do et al.,2025; Mora-Godinez et
al.,2023).

Nanoparticulas de zinco (ZnNPs) associadas a microalgas marinhas t€ém demonstrado
elevado potencial para aplicagdo em diversos campos da biotecnologia. Essas nanoparticulas
favorecem o crescimento das microalgas e atuam como agentes de controle de doengas de
plantas, destacando-se por sua seguranca ambiental em comparacdo aos agroquimicos
convencionais. Estudos relatam atividade antifingica e antibacteriana contra importantes
fitopatdgenos, como Fusarium oxysporum, Alternaria alternata, Botrytis cinerea, Rhizoctonia
solani, além de bactérias fitopatogénicas dos géneros Xanthomonas, Pseudomonas syringae €

Ralstonia solanacearum (Al Jabri et al., 2022; Tran et al., 2023; Salmeron et al., 2025). Os
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principais beneficios observados incluem o melhor crescimento das plantas, maior eficiéncia
no uso de nutrientes e efeitos antimicrobianos, o que torna as ZnNPs promissoras para o
desenvolvimento de estratégias voltadas a agricultura sustentavel.

A sintese de nanoparticulas de titanio (TiNPs) por meio de metabolitos extracelulares
de microalgas envolveu a incorporagdo de compostos bioativos na formagdo e estabilizacao
dessas nanoparticulas (Fayyad et al., 2024). Esta rota biogénica permite a produ¢do econdmica
e atoxica de TiNPs com atividades biotecnoldgicas promissoras, incluindo -efeitos
antimicrobianos e anticancerigenos. Embora a aplicacdo de microalgas na sintese de TiNPs
ainda esteja em expansdo, estudos preliminares indicam que essas nanoparticulas apresentam
morfologia controlada, boa dispersdo coloidal e elevada estabilidade, tornando-se promissoras

para uso em areas ambientais, biomédicas e agricolas (Mutaf et a/.,2023).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste projeto € realizar a sintese de nanoparticulas biogénicas a partir
da microalga D. salina, com a inten¢@o de utilizd-las para melhorar a produ¢do de biomassa e
de moléculas de interesse agricola e impulsionar o sequestro de CO; atmosférico ao longo do

projeto.

3.2 Objetivos Especificos

e Sintese de nanoparticulas de prata, zinco e titanio utilizando a microalga D. salina;

e Caracterizacdo das nanoparticulas de microalga utilizando técnicas de DLS e
mobilidade eletroforética utilizando o equipamento ZetaSizer Nano ZS 90 e
rastreamento de nanoparticulas (NTA) e analise de espectroscopia infravermelha
transformada de Fourier (FTIR);

e Avaliar a morfologia e composi¢ao quimica das microalgas por microscopia eletronica
de varredura e analisar o pH;

e Determinar a curva de crescimento da microalga D. salina;

e Determinacdo do sequestro de CO> em diferentes condigdes de cultura e presenca de
nanoparticulas;

e Avaliar a biomassa produzida quanto as caracteristicas bioquimicas e capacidade
biofertilizante;

e Avaliar a germinagdo de sementes in vitro € em solo com nanoparticulas de microalgas;

e Avaliar a capacidade biofertilizante das nanoparticulas de microalgas em plantas;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material
A microalga verde D. salina foi obtida do Banco de Microrganismos Aidar & Kutner

(BMAK) do Instituto Oceanografico da Universidade de Sao Paulo.

4.1.1 Meio de cultura

O meio de cultivo utilizado para o crescimento da microalga foi o meio Guillard /2,
uma formulagdo amplamente reconhecida e empregada no cultivo de microalgas marinhas
costeiras, especialmente diatomaceas (Guillard & Ryther, 1962; Guillard, 1975). Onde as
solugdes foram fornecidas pelo Banco de Microrganismos Aidar & Kutner (BMAK). A
concentragcdo aplicada foi uma diluicdo da formulagdo original, denominada "f Medium"
(Guillard & Ryther, 1962), ajustada para atender as necessidades especificas das microalgas
cultivadas.

A preparacdo do meio envolveu o enriquecimento da dgua marinha comercial, com
salinidade de 30 e 37 PSU (Escala Pratica de Salinidade), com nutrientes inorganicos essenciais,
incluindo nitratos, fosfatos € um coquetel de vitaminas, para otimizar o crescimento celular.
Para isso, foram adicionadas aliquotas das solucdes de estoque previamente preparadas,
garantindo a disponibilidade adequada de macronutrientes e micronutrientes ao longo do
cultivo. Essa abordagem visa maximizar a producdo de metabdlitos extracelulares pela

microalga, os quais s3o fundamentais para a sintese subsequente das nanoparticulas.

4.2 Método

4.2.1 Sequestro de CO:2 por microalga

A capacidade de microalgas de sequestrar CO, atmosférico esta diretamente relacionada
a sua producao de biomassa, uma vez que aproximadamente 50% da biomassa seca corresponde
ao teor de carbono celular Chisti (2007). Esse carbono ¢ proveniente do CO, fixado durante a
fotossintese e ¢ posteriormente convertido em matéria organica.

A estimativa do CO:s: fixado foi realizada com base na biomassa seca, considerando que
50% do peso seco da microalga corresponde a carbono Chisti (2007). A conversao para CO2

foi realizada com base na propor¢ao estequiométrica entre os pesos moleculares de carbono (12
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g/mol) e de CO: (44 g/mol), conforme apresentado por Lee et al. (2001). A féormula utilizada

sera:
CO: fixado (g) = Biomassa seca (g) x 0,5 x 3,67

O experimento foi conduzido com base na metodologia proposta por Chisti (2007),
utilizando duas amostras de 200 mL de cultura de D. salina. A primeira foi mantida sob
condi¢des ideais de cultivo, enquanto a segunda foi exposta as mesmas condi¢des, com adi¢ao
controlada de CO, a 5%. Ambas as amostras permaneceram em cultivo por 168 horas. Ao final
desse periodo, realizou-se a centrifugacao para separacao da biomassa, seguida da secagem em
estufa para obten¢do da biomassa seca. Posteriormente, as amostras foram pesadas e os dados

obtidos foram comparados para avaliar a influéncia do CO, adicional na produ¢do de biomassa.

4.2.2 Analise Termogravimétrica para Determinaciio de Carbono Fixo em D. salina

A andlise termogravimétrica foi realizada com o objetivo de quantificar o carbono

fixo na biomassa da microalga D. salina, como indicador indireto da capacidade de fixacdo de
CO: durante o cultivo. Inicialmente, a biomassa foi liofilizada até massa constante na Figura 1
pode-se observar o esquema utilizado. Uma aliquota de 1,6000 g de biomassa seca foi
acondicionada em um cadinho previamente seco e pesado. A massa inicial do cadinho vazio foi

de 30,0956 g, enquanto a massa do conjunto cadinho + amostra foi de 31,6886 g.

Figura 1 — Analise termogravimétrica de quantificacdo de carbono fixo na biomassa.

Andlise de Termogravimétrica ( Quantificagio do Carbono Fixo em D. salina)
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Fonte: Elaboracao propria.

A amostra foi submetida a tratamento térmico em forno tipo mufla a 900 °C por 1

hora, sob atmosfera inerte de argonio (Ar), com o objetivo de remover compostos volateis e



24

matéria organica termo degradavel, sem promover oxidagdo completa. Apds resfriamento em
dessecador, o conjunto foi novamente pesado, obtendo-se massa da amostra de 1,2190 g,
mantendo-se inalterada a massa do cadinho.

Na etapa subsequente, o material foi submetido novamente a 900 °C por 1 hora, desta
vez sob atmosfera oxidante (ar atmosférico), promovendo a combustio do carbono fixo
remanescente. Apds novo resfriamento no dessecador, a massa final da amostra foi de 1,1556
g, permanecendo constante a massa do cadinho. A partir das variacdes de massa, foram

calculadas as fragdes percentuais de volateis + umidade, de carbono fixo e de cinzas.

4.2.3 Sintese das nanoparticulas

Para cada sintese de nanoparticulas a partir de D. salina, as culturas foram centrifugadas
a 10.000 rpm por 15 min. O sobrenadante foi descartado e em seguida, adicionada agua
ultrapura para que a concentragio celular fosse ajustada a 1 x 10® células/mL. Na solugdo de
microalga, foram adicionados os precursores metalicos de nitrato de prata (AgNOs) e de acetato
de zinco dihidratado (CsHsO4Zn-2H20), e o isopropdxido de titanio (Ci2H2804T1), sintetizados
utilizando o microrganismo D. salina como agente estabilizador. Todas as solugdes foram
ajustadas a 1 mM, conforme Figura 1. Seguindo o protocolo com adaptagdes (Mora-Godinez et
al.,2022; Sidorowicz et al.,2023). Na Figura 2 pode-se observar o esquema utilizado na sintese

de nanoparticulas.

Figura 2 - Esquema proposto para a sintese das nanoparticulas obtidas neste estudo.
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Fonte: Elaboragao propria.
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4.2.4 Caracterizacio fisico-quimica das nanoparticulas

A caracterizagdo de todas as nanoparticulas foi realizada por meio da analise dos
parametros tamanho, indice de polidispersdao (PDI) e potencial zeta (ZetaSizer Nano ZS 90
Malvern Instruments). As andlises de didmetro e PDI foram realizadas pela técnica de
espalhamento dindmico de luz (DLS) e pelo potencial zeta, que indica a carga de superficie,
por meio da mobilidade eletroforética. As amostras foram diluidas com agua ultrapura e
realizadas trés leituras por amostra, a um angulo fixo de 90° e a 25 °C.

A andlise de tamanho, concentragdo e polidispersdo das nanoparticulas foi realizada
pela técnica de rastreamento de nanoparticulas (NTA), no equipamento NanoSight PRO, com
camera acoplada ao software NS Xplorer 1.2.0.3. A medic¢ao do pH foi realizada por meio de
um potenciometro calibrado com solug¢des tampao de pH 7,0 e 4,0.

Para analise por espectroscopia infravermelha transformada de Fourier (FTIR), os
espectros foram obtidos a temperatura ambiente em um espectrometro Agilent Cary 630, que
permite a determinagdo de fungdes quimicas presentes em amostras puras ou em misturas,
bem como a andlise qualitativa e quantitativa dos modos vibracionais de compostos
inorgéanicos e organicos na regiao do infravermelho. O Cary 630 permite a coleta de espectros
por refletincia total atenuada (ATR) na faixa de comprimento de onda de 4000 a 650 cm™. A
obtencdo de espectros de absorcdo da radiacdo eletromagnética nas regides visivel e

ultravioleta, na faixa espectral de 200 a 1100 nm.

4.2.5 Determinacio do Crescimento da microalga

Para avaliar o crescimento por densidade 6ptica (DO), a microalga foi inicialmente
cultivada em meio liquido Guillard {/2 por 168 horas, a 27 °C, em regime claro/escuro de 16/8
h, sob agitacdo orbital a 180 rpm. Apds 78 horas de agitagdao, foi realizada a leitura da
absorbancia a 600 nm (OD600) para determinagdo da densidade inicial. Em seguida, as culturas
foram distribuidas em placas de cultivo com 24 pogos, cada um com 1,5 mL de cultura.

Os tratamentos foram montados em sextuplicata, com trés repeti¢des experimentais
independentes. Para cada nanoparticula (AgNPs, ZnNPs e TiNPs), foram testadas as
concentragdes finais de 5%, 2%, 1% e 0,5% (0,135; 0,054; 0,041 e 0,013 x 10° NPs mL™).
Como controle, foram preparadas culturas contendo D. salina e 4gua, na mesma propor¢ao
empregada para cada concentragdo de nanoparticulas, permitindo avaliar o efeito da diluigao e

acompanhar o comportamento natural da microalga ao longo do tempo. As leituras foram
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realizadas a cada 24 h, durante 168 horas, seguindo o protocolo de Gitau et al. (2021), com

adaptacgoes.

4.2.6 Avaliacio de germinacido e crescimento sementes de feijoeiro (Phaseolus
vulgaris) e tomateiro (Solanum lycopersicum) em exposicao as nanoparticulas

Para avaliagdo da germinagdo e do crescimento in vitro, em sementes de feijdo carioca
(Phaseolus vulgaris) e de tomate-cereja (Solanum lycopersicum), foram pesados 100 g de
sementes de feijdo e 1 g de sementes de tomate, respectivamente descontaminadas com
hipoclorito de sddio a 1% e com alcool a 70%. As sementes foram colocadas em sacos plasticos
com 2 mL de nanoparticulas nas concentragdes de 1%; 1,5%; 2%; 2,5%; 3,5% e 5% (0,027;
0,041; 0,054; 0,068; 0,095 ¢ 0,135 x 10° NPs mL ). Como controle, foram utilizadas amostras
de dgua ultrapura e de D. salina.

Em seguida, os sacos foram agitados vigorosamente por 30 segundos, visando uma
uniformizagdo dos tratamentos, e deixados para secar por 12 h. ApoOs a secagem, as sementes
foram colocadas para germinar em papel germinativo durante 168 horas a 25 °C. Durante esse
periodo de crescimento, a parte aérea e a raiz das plantulas foram fotografadas e medidas no
software Image].

Paralelamente, as sementes foram plantadas em tubetes, as sementes foram tratadas
conforme descrito anteriormente ¢ semeadas em solo livre de qualquer contaminagdo, nas
concentragdes de 1,5%, 2,5%, 3,5% (0,041; 0,068; 0,095 x 10° NPs mL ), sendo plantadas 2
sementes por tubete para feijdo e 3 sementes por tubete para tomate, totalizando 5 tubetes por
tratamento, para cada experimento.

Apo6s um periodo de 20 dias, as plantas foram removidas do substrato e avaliados o

desenvolvimento do comprimento de raizes, parte aérea, massa seca de raizes e foliar.

4.2.7 Analise Estatistica dos Resultados
As andlises estatisticas dos resultados dos ensaios foram realizadas por meio de
ANOVA, seguidas do teste post hoc de Tukey’s HSD (varidncias iguais), no programa

GraphPad Prism. A significancia estatistica foi definida como p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sequestro de CO: D. salina

Considerando a estequiometria molecular, adota-se a razao de conversdao de 1 g de C
para 3,67 g de CO,, o que permite estimar, de forma indireta e eficiente, o sequestro de carbono.
O sequestro de CO2 por meio da biomassa de microalgas ¢ uma estratégia promissora para
mitigar as emissoes de carbono, aproveitando a alta capacidade fotossintética dessas microalgas
para fixar o CO; e converté-lo em biomassa de valor agregado (Ashour et al., 2024; Chen et
al., 2023; Krishnamoorthy et al., 2024).

Os resultados obtidos demonstraram que a producao de 0,95 g de biomassa seca de D.
salina em condig¢des ideais de cultivo sem exposi¢ao de CO; resultou no sequestro estimado de
1,75 g de CO-, enquanto a amostra sob as mesmas condi¢des, mas com exposicao direta de CO»
a 5%, apresentou um aumento na producdo de biomassa seca, alcangando 1,25 g, o que
corresponde a 2,28 g de CO, fixado (Tabela 1). Esses dados corroboram pesquisas e favorecem
o crescimento de D. salina, promovendo maior incorporacdo de carbono na biomassa.

Estudos envolvendo espécies como Chlorella vulgaris e D. salina demonstraram alta
eficiéncia fotossintética e capacidade de acumular carbono sob condi¢gdes otimizadas de cultivo
(Ashour et al., 2024; Chen et al.,2023; Krishnamoorthy et al., 2024; Yahaya et al., 2025.). Esses
resultados reforgam o potencial de D. salina como um sistema biotecnoldgico sustentavel para
sequestro biologico de carbono, unindo alta produtividade de biomassa a possibilidade de

utilizacao industrial em bioprodutos de interesse agricola e energético.

Tabela 1 - Sequestro de CO: por meio da adi¢@o controlada de 5% de CO: durante 7 dias.

Amostra Biomassa Seca (g)Carbono Estimado (g)Co: sequestrado (g)
BOD CO: ausente 0,95 0,48 1,75
Estufa Com CO; Em 5% 1,25 0,62 2,28

5.1.2 Analise Termogravimétrica para Determinacao de Carbono Fixo em D. salina
A andlise termogravimétrica da biomassa de Dunaliella salina revelou teor de carbono

fixo de 3,98%, além de 23,48% de volateis + umidade e 72,54% de cinzas.
O carbono fixo corresponde a fracdo carbonédcea termicamente estdvel remanescente
apos a etapa de pirolise sob atmosfera inerte e subsequente oxidacao, sendo um indicativo da
presenca de estruturas organicas derivadas da assimilagdo de carbono inorganico durante o

crescimento da microalga, conforme apresentado na (Tabela 2).
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Tabela 2 - Composi¢ao termogravimétrica da biomassa de D. salina.

Parametro Percentual (%)
Volateis + Umidade 23,483
Carbono fixo 3,98
Cinzas 72,54

A fixagdo de CO: por microalgas ocorre principalmente pelo ciclo de Calvin-Benson,
no qual a enzima RuBisCO catalisa a incorpora¢do de CO2 em compostos organicos. Revisdes
recentes destacam que microalgas apresentam elevada eficiéncia na conversdo de CO: em
biomassa, podendo atingir altas taxas de biofixagdo quando cultivadas sob condi¢des
controladas de luz, nutrientes e suplementa¢do gasosa (Kumar et al, 2020). De forma
complementar, Zhu et al. (2023) enfatizam que o cultivo de microalgas representa uma
estratégia promissora para sequestro de carbono, especialmente quando integrado a sistemas de
tratamento de efluentes e correntes industriais ricas em COs..

O teor de carbono total na biomassa de microalgas ¢ frequentemente relatado entre 45—
55% da massa seca, dependendo das condi¢des de cultivo e da disponibilidade de carbono
inorganico (Zhang et al., 2018). Embora o valor de 3,98% obtido neste trabalho represente
apenas a fracdo de carbono fixo residual apos tratamento térmico € nao o carbono total da
biomassa, ele confirma a presenca de carbono estrutural estavel derivado da assimilagao
fotossintética de COs..

Estudos mais recentes também demonstram que o uso de gases de exaustdo industrial
como fonte de carbono pode aumentar a eficiéncia da biofixacdo microalgal, mantendo o
crescimento celular e a incorporagdo significativa de carbono estrutural (Padhi et al., 2025).

Além disso, estratégias de otimizacdo metabolica e de engenharia de cultivo tém sido
propostas para intensificar a fixacdo de CO: em diferentes espécies de microalgas (Cheng et
al., 2019). A elevada fracdo de cinzas observada (72,54%) pode estar associada as
caracteristicas halofilicas de Dunaliella salina cultivada em meios de alta salinidade. A
literatura recente aponta que condi¢des salinas elevadas podem influenciar significativamente
a composi¢do elementar da biomassa e aumentar o teor residual inorganico apds calcinagao
(Zhang et al., 2018; Zhu et al., 2023).

Do ponto de vista ambiental, a integragdo de cultivos de microalgas a fontes
estaciondrias de emissdao tem sido amplamente discutida como estratégia sustentavel de
mitigacdo de CO:, possibilitando a conversdo do carbono atmosférico em biomassa com
potencial de aplicagdo industrial (Kumar et al., 2020; Zhu et al., 2023; Padhi et al., 2025).

Assim, embora a termogravimetria ndo permita quantificar o carbono total assimilado, os dados
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obtidos fornecem evidéncia indireta da incorporagdo de carbono inorganico na biomassa de

Dunaliella salina, sustentando seu potencial como agente biotecnoldgico para o sequestro
bioldgico de COs..

5.2 Sintese e Caracterizacao das nanoparticulas das microalgas Dunaliella salina

5.2.1 Tamanho, polidispersao e potencial zeta
As nanoparticulas mediadas por D. salinam foram sintetizadas a partir do pellet do
microrganismo, conforme o método descrito, utilizando reagentes quimicos como fontes de
ions metalicos. Os metabdlitos produzidos durante o cultivo das microalgas atuaram como
agentes redutores e estabilizantes bioldgicos no processo de formagdo das nanoparticulas,
caracterizando uma rota de sintese biogénica. Os resultados obtidos estdo apresentados na

(Tabela 3).

Tabela 3 - Caracterizacdo fisico-quimica das nanoparticulas biogénicas.

DLS NTA
Didmetro .
NPs : PN indi Potencial H
hidrodiniamico Indice de Tamanho ~ p
(nm) Polidispersdo | Zeta (mV) @) Concentragdo (NP/mL)
AgNPs 84,12 + 1,05 0,23 +0,02 -4,78 £ 4,05 146 2,70 x 10° 7,44
ZnNPs 84,81 +23,10 0,91 +0,14 -2,44+ 0,61 207 2,70 x 10° 7,25
TiNPs 165+ 1,91 0,53 + 0,08 -6,00 + 4,89 215 2,70 x 10° 7,17

Aqui ressalta-se que as analises de NTA foram realizadas 1 més antes das de DLS,
sugerindo que as nanoparticulas se estabilizaram em tamanho menor do que o observado apods
a sintese (Kim et al., 2019; Monakhova et al., 2023). Apds a sintese das nanoparticulas, foi
possivel observar uma alteracdo visivel a olho nu, considerada um indicativo de sintese, com

caracteristicas distintas conforme a sintese realizada (Asif et al., 2022) (Figura 3).

Figura 3- Fases de transformagdo da cultura de D. salina em conjunto com as NPs A: Cultura de microalga B:
Nanoparticulas de isopropdxido de titdnio (Ci2H2s04T1) na concentra¢do de 1 mM (TiNPs); C: Nanoparticulas de
nitrato de prata (AgNO:s), na concentragdo de 1 mM (AgNPs); e D: Nanoparticulas de acetato de zinco diidratado
(C4H604Zn-2H-0), na concentragdo de 1 mM (ZnNPs).

Fonte: Elaboragdo propria.
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A sintese biogénica de nanoparticulas de prata (AgNPs) utilizando o pellet da microalga
D. salina como agente redutor e estabilizante, mostrou que apds a exposi¢do a solucao de
AgNO;s foi iniciada a biossintese com a reagdo de mudancga de cor, na qual a solugdo translucida
de AgNO; quando em contado com o filtrado da microalga passa a apresentar coloragdo
amarelo claro, sugerindo o aparecimento de nanoparticulas de prata como mostra na (Figura
2C) (Shantkriti et al.,2023; Teh et al.,2022).

Os resultados mostraram que AgNPs apresentaram caracteristicas coloidais consistentes
com nanoparticulas estaveis e bem dispersas (Tabela 3), conforme indicado pelo baixo indice
de polidispersdo, sugerindo uma distribuicao de tamanho relativamente homogénea. O diametro
hidrodindmico médio estd dentro da faixa tipica para nanoparticulas metalicas sintetizadas
biologicamente (Mora-Godinez et al., 2022; Shantkriti et al., 2023).

O potencial zeta negativo contribui para a estabilidade coloidal da nanoparticula, a
negatividade das superficies AgNPs pode ser atribuida a adsor¢do de biomoléculas presentes
em extratos de D. salina em superficies, que podem desempenhar papel na atividade fisica,
quimica e bioldgica das AgNPs, embora valores por volta e superiores a £ 30 mV sejam
considerados ideais para uma estabilidade elevada, a caracterizagdo esta no padrao de valores
encontrados na literatura, sobre as AgNPs (Gonzalez et al.,2022; Hamida et al.,2022; Teh et
al.,2022), considerando ser uma nanoparticula biogénica devemos lembrar que o capping
também ¢€ responsavel pela sua estabilidade.

A sintese com acetato de zinco di-hidratado apresentou um tempo de reacdo menor. O
indice de polidispersdao foi maior do que o das demais nanoparticulas, indicando maior
heterogeneidade de tamanho. Embora haja maior heterogeneidade, as ZnNPs sdo sintetizadas a
partir de um precursor mais sustentavel. A sintese ¢ indicada por mudanga na cor da mistura,
em que, ao contato da solucao de acetato de zinco dihidratado (CsHsO4Zn-2H20) com o filtrado
da microalga, observa-se alteragdo de coloragdo para verde-claro, sugerindo o aparecimento de
nanoparticulas de zinco, como mostra a Figura 3D (Hameed et al., 2023; Mishra et al., 2025).

Em relagdo ao potencial zeta negativo, sugere-se estabilidade coloidal moderada.
Estudos mostram que algumas nanoparticulas estaveis apresentaram potencial zeta acima de -
21 mV para nanoparticulas derivadas de acetato de zinco dihidratado, sugerindo um
encapsulamento efetivo por biomoléculas das microalgas, que aumentam a repulsdo
eletrostatica e previnem a agregacdo. (Gatou et al., 2022; Guardiola-Marquez et al., 2023;
Mawed et al., 2022).

As TiNPs apresentaram didmetro hidrodindmico maior do que as AgNPs ¢ as ZnNPs,

sugerindo a presenca de uma camada mais espessa de compostos organicos derivados da
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biomassa de D. salina, que atuam como agentes redutores e estabilizantes. O indice de
polidispersao indica uma distribuicdo de tamanho moderadamente heterogénea, caracteristica
comum em sinteses biogénicas. A alteragdao da coloracdo esbranquicada observada indica que,
quando em contato com o filtrado da microalga, a sintese foi iniciada, o que € um indicativo de
sintese (Figura 3B).

O potencial zeta sugere estabilidade coloidal moderada, embora estas caracteristicas ndo
sejam determinantes para a atividade. Estudos mostram que nanoparticulas de zinco tém se
apresentado promissoras para uso como fertilizantes nanoestruturados, remediagdo ambiental e
sistemas de liberacdo controlada de nutrientes, com potencial multifuncional em contextos

agricolas e ecoldgicos (Batool ef al.,2024; Fayyad et al.,2024; Hu et al.,2018; Matouke et al.,
2018).

5.2.2 Analise de FTIR

Os espectros de FTIR das nanoparticulas biogénicas de AgNPs, ZnNPs e TiNPs, bem
como do filtrado de D. salina utilizado na sintese, foram analisados para identificar os grupos
funcionais associados as nanoparticulas apds a sintese (Figura 3). Essa andlise permitiu obter
um indicio de quais compostos sdo responsaveis por estabiliza-las.

De modo geral, os espectros de FTIR (Figura 4) apresentaram biomoléculas especificas
de microalgas que participam da redu¢do de ions metédlicos das nanoparticulas e,
posteriormente, estabilizam essas nanoparticulas por meio do revestimento de suas superficies.
Entre os principais grupos funcionais identificados destacam-se hidroxilas (O—H), aminas (N—
H), carbonilas (C=0), fosfatos (P=0) e grupos amida de proteinas, além de lipidios e
polissacarideos (Mora-Godinez et al., 2023; Sidorowicz et al., 2023; Taherzadeh et al., 2021).

Figura 4 - Espectro infravermelho obtido para as nanoparticulas biogénicas: nanoparticulas de nitrato de prata
(AgNOs) (AgNPs), nanoparticulas de acetato de zinco diidratado (CsHsO4sZn:2H-0) (ZnNPs), nanoparticulas de
isopropdxido de titanio (Ci2H2s04T1) (TiNPs) e o filtrado a partir de Dunaliella salina utilizado para a sintese das
nanoparticulas.
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Fonte: Elaborag@o propria.
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Esses compostos organicos, como polissacarideos, peptideos e pigmentos, sio
reconhecidos por atuar na formagao de complexos biomoleculares e na biomineracao de metais,
ajustando-se a superficie metalica por meio de grupos funcionais C = O, NH2 e SH, o que
favorece a biossintese e a estabilizagdo das nanoparticulas.

Nos espectros de AgNPs, ZnNPs, TiNPs e D. salina, observou-se uma ampla banda de
absorcdo entre 3200 e 3400 cm " atribuida ao estiramento de grupos de hidroxila (OH) e amina
(N-H). Essas bandas indicam a presenca de compostos fenolicos e proteicos envolvidos nos
processos de reducdo e estabilizacdo das nanoparticulas, o que confirma a interagdo direta das
biomoléculas de D. salina com os metais durante a formacao das NPs (Mora-Godinez et al.,
2023; Sidorowicz et al., 2023; Taherzadeh et al.,2021). As bandas localizadas entre 2999 e
2855 cm™! correspondem ao estiramento C—H de grupos metileno, refletindo a presenga de
metabolitos lipidicos e hidrocarbonetos derivados das microalgas, os quais contribuem para a
estrutura e o recobrimento das nanoparticulas (Do et al.,2025; Taherzadeh et al.,2021).

As bandas em 1640 e 1540 cm ' sdo atribuidas ao estiramento da ligagio C=0 do grupo
carbonila e confirmam que proteinas e fosfato contribuiram para a redugado e a estabilizagao.
De acordo com a literatura, ¢ indicado que os grupos amida de lipidios de proteinas sdo
fundamentais para a sintese biogénica de AgNPs com microalgas (Do et al., 2025; Mora-
Godinez et al., 2023; Sidorowicz et al., 2023; Taherzadeh et al., 2021).

Outras bandas relevantes incluem as de 1438 e 1099 cm™, que correspondem ao
estiramento da ligagdo C—O, atribuidas ao grupo carboxilico, dlcool, éster ou éter, P=0O de
fosfato, além de um pico em 823 cm™ que pode estar associado a flexao fora do plano de C—H,
sugerindo a presenca de biomoléculas especificas da microalga no capeamento das ZnNPs
(Hameed et al.,2023). As TiNPs apresentaram bandas em 3309, 2922 e 1636 cm™, relacionadas
ao estiramento O—H, N-H e C—H, e a amida, respectivamente, € um pico bem definido em 1066
cm!, atribuivel ao estiramento C—O de polissacarideos, refor¢ando o papel dessas biomoléculas
na formagdo e estabilizacdo das nanoparticulas de titdnio. Conforme estudos que apontam a
acao conjunta de proteinas, lipidios, fosfatos e polissacarideos como elementos-chave na sintese
e estabilidade de nanoparticulas metalicas biosintetizadas por microalgas (Do et al.,2025;

Sidorowicz et al.,2023; Taherzadeh et al.,2021).
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5.3 Determinag¢do do Crescimento das microalgas a partir das nanoparticulas

O crescimento das microalgas em presenca de NPs foi avaliado pelo método descrito
por Gitau et al. (2021), aplicando diferentes concentragdes (5, 2, 1 e 0,5%) para cada tipo de
nanoparticula testada e realizando a leitura da placa ao longo de 168 horas.

A DO das culturas foi medida pela absorbancia a 600 nm como indicador indireto de
crescimento celular (Figura 5). Este procedimento permite avaliar o efeito das nanoparticulas
sobre a biomassa da microalga, com base na metodologia padronizada para o cultivo e a analise
do crescimento (Su et al.,2020). Os valores de DO foram utilizados para estimar a curva de

crescimento e comparar a influéncia dos diferentes tratamentos com nanoparticulas metalicas.

Figura 5 - Crescimento de Dunaliella salina monitorado pela densidade 6ptica a 600 nm durante 7 dias de cultivo,
sob diferentes concentragdes de nanoparticulas: (A) AgNPs; (B) ZnNPs e (C) TiNPs.
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Fonte: Elaboragao propria.

De maneira geral, os resultados corroboram os apresentados por Hassanpour et al.
(2021), em que se observou um comportamento inicial de estimulo ao crescimento, seguido por
declinio progressivo em concentracdes mais elevadas e apds periodos prolongados de
exposicao, indicando que a microalga apresenta tolerancia inicial ao estresse, mas sensibilidade
cumulativa ao longo do tempo.

Os resultados mostraram que o crescimento de D. salina apresentou respostas distintas
aos diferentes tratamentos com nanoparticulas metalicas, em compara¢cdo com os controles. Os

dados sugerem que tanto a dose quanto o mecanismo de acdo das NPs influenciam o
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comportamento da microalga. Na concentracdo de 0,135 x 10° NP-mL™" (Figura 5A), observa-
se que o tratamento com AgNPs apresentou uma queda acentuada da densidade Optica apds o
terceiro dia, atingindo valores significativamente menores do que os do controle.

Esse padrdo indica um forte efeito inibitorio da prata em altas concentracdes,
provavelmente associado ao estresse oxidativo, a liberacdo de ions Ag" e a interferéncia nos
sistemas fotossintéticos, conforme relatado em estudos com microalgas expostas a AgNPs
(Hazeem et al., 2019; Miazel et al., 20215; Rudi et al.,2022; Thenarasu et al., 2022). As AgNPs
presentes em microalgas podem afetar a estrutura celular, reduzir a eficiéncia fotossintética e
inibir o crescimento.

Por outro lado, os tratamentos com ZnNPs e TiNPs, na mesma concentragao,
apresentaram valores de DO mais proximos do controle, sugerindo maior tolerancia da
microalga as NPs. Essa resposta indica que, embora altas doses possam causar algum estresse
celular, o impacto tende a ser menor do que o observado com a prata (Mawed et al., 2022; Rudi
et al.,2022; Thenarasu et al., 2022).

Enquanto as microalgas estavam em contato com as NPs na concentracdo de 2% (Figura
5B), os tratamentos com ZnNPs e TiNPs apresentaram crescimento comparavel ou ligeiramente
superior ao do controle até aproximadamente o quarto dia, sugerindo que, em concentragdes
moderadas, essas nanoparticulas podem nao ser toxicas e até exercer efeito bioestimulante. Esse
comportamento pode estar relacionado a liberagdo controlada de ions metalicos essenciais,
como Zn*" e Ti*, que atuam como cofatores enzimaticos e participam de processos
fotossintéticos e antioxidantes (Lau et al., 2022; Zakharova et al., 2025), embora as
nanoparticulas biogénicas apresentem menor liberacao de ions do que as de sintese quimica.

Ja as AgNPs, na mesma condicdo, ainda promoveram reducdo do crescimento, porém
menos aparente do que em 5%, o que confirma a maior sensibilidade de D. salina a prata
(Komazec et al., 2023).

Com 1 % de NPs, a densidade Optica dos tratamentos com ZnNPs e TiNPs mostrou-se
mais eficiente do que o controle (Figuras 5B e 5C), indicando que a microalga conseguiu se
adaptar ou neutralizar parcialmente o efeito das nanoparticulas nessa dose reduzida. Em
contraste, o tratamento com AgNPs manteve o crescimento reduzido, reforcando que, mesmo
em concentracdes mais baixas, a prata exerce efeito toxico.

Tais achados estdo alinhados ao principio de dose-dependéncia observado em estudos
de concentragdo-efeito de NPs em microalgas, como o de Wang et al. (2022). Na menor
concentragao testada (0,5 %), todos os tratamentos com AgNPs, ZnNPs e TiNPs apresentaram

densidade oOptica superior a do controle a partir do quarto dia, com pequenas variagdes. Isso
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indica que, nessa faixa de dose reduzida, as nanoparticulas ndo exerceram efeito adverso
significativo sobre o crescimento de D. salina, sugerindo uma janela segura de aplicacao ou
uma tolerancia fisiologica da microalga. Esse comportamento reforca a ideia de que a
toxicidade de NPs depende fortemente da dose e do percursor metalico, conforme observado
por Miazek et al. (2015).

Esses resultados indicam que, em concentragdes moderadas, as nanoparticulas podem
nao exercer efeito toxico e até contribuir para o estimulo do crescimento das microalgas. Fato
que pode estar relacionado a disponibilizacdo gradual de ions metélicos (como Zn?*" e Ti*"), que
atuam como cofatores enzimadticos e participam de processos fotossintéticos e de defesa

antioxidante (Thenarasu et al., 2022; Zakharova et al., 2025).

5.4 Avaliacio de Germinacio e Crescimento em Exposicio as Nanoparticulas

5.4.1 Germinacgdo apos exposi¢do as nanoparticulas

Para as avaliacdes de germinacdo in vitro, seis concentragdes de nanoparticulas (0,027;
0,041; 0,054; 0,068; 0,095 € 0,135 x 10° NP-mL") foram aplicadas a sementes de feijdo carioca
(Phaseolus vulgaris) e de tomate-cereja (Solanum lycopersicum). Os resultados foram
expressos como crescimento relativo (%), considerando o controle como 100%, e analisados
por ANOVA seguida do teste de Dunnett (o = 0,05), comparando cada tratamento diretamente
ao controle.

De modo geral, as nanoparticulas ndo comprometeram a germinagao, indicando elevada
viabilidade e auséncia de efeito fitotoxico nas concentragoes testadas. A maioria dos
tratamentos ndo diferiu estatisticamente do controle (p > 0,05), sugerindo biocompatibilidade
na fase inicial do desenvolvimento.

Figura 6 - Avaliagdo do crescimento e da germinagdo, e a comparagao do tamanho médio da (A) parte aérea e (B)
das raizes do feijdo carioca. A diferenca significativa considerada ¢ p < 0,05.
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Entre os tratamentos, as TiNPs apresentaram os efeitos mais consistentes sobre o
crescimento inicial, com incremento significativo na concentracao de 0,135 x 10° NP-mL™,
tanto na parte aérea quanto no sistema radicular, além de tendéncia de aumento nas
concentragoes de 0,095 e 0,135 x 10° NP-mL™'. O crescimento radicular atingiu
aproximadamente 35% em relagdo ao controle, indicando possivel efeito bioestimulante. Esse
comportamento pode estar associado ao papel do titanio como elemento benéfico, capaz de
modular o metabolismo oxidativo e favorecer a atividade fisiologica das plantulas (Thenarasu
et al., 2022; Zakharova et al., 2025).

As ZnNPs promoveram incrementos moderados no crescimento, porém sem diferengas
estatisticamente significativas. Esse padrdo ¢ compativel com o papel do zinco como
micronutriente essencial, cuja absor¢ao e homeostase sao rigidamente reguladas pelas plantas,
o que pode limitar respostas fisioldgicas mais expressivas em condigdes ndo deficitarias (Kumar
et al., 2021; Thenarasu et al., 2022).

As AgNPs apresentaram comportamento mais varidvel. Em concentragdes mais
elevadas, observou-se tendéncia de redu¢ao no crescimento radicular, embora sem diferenca
significativa em relagdo ao controle. Em contraste, na concentracao de 0,054 x 10° NP-mL™,
verificou-se um aumento expressivo na parte aérea (84% a mais que o controle), ainda que sem
significancia estatistica. Esse padrdo sugere uma possivel resposta caracterizada por estimulo
em baixas doses e por potencial de inibi¢ao em doses mais elevadas. A auséncia de significancia
pode estar relacionada a variabilidade bioldgica inerente aos ensaios de germinag¢do (Mahana
etal., 2021).

Apesar de as AgNPs serem frequentemente associadas a efeitos fitotoxicos devido a
liberacdo de ions Ag" e a geragdo de espécies reativas de oxigénio (Mahana et al., 2021;
Shantkriti et al., 2023), tais efeitos nao foram observados de forma consistente neste estudo. A
presenca de D. salina pode ter contribuido para mitigar possiveis impactos negativos, seja por
adsorcdo superficial de ions metalicos, seja pela liberagdo de metabdlitos antioxidantes capazes
de reduzir o estresse oxidativo. Estudos demonstram que microalgas apresentam elevada
capacidade de sequestro de metais e de reduzir sua biodisponibilidade no meio (Gao et al.,
2024; Lau et al., 2022).

Em conjunto, os resultados indicam que as concentragdes avaliadas sdo seguras para a
germinagdo e o crescimento inicial do feijoeiro, sem promover alteracdes morfoldgicas
relevantes. Observa-se, contudo, um potencial bioestimulante que depende do tipo de
nanoparticula e da concentragao aplicada, especialmente para TiNPs em concentragdes mais

elevadas. Investigacdes adicionais sdo necessarias para avaliar respostas fisiologicas mais
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profundas, bem como o comportamento dessas nanoparticulas em condigdes de cultivo e em

campo, considerando a dinamica de liberagdo, ¢ a estabilidade e a interacao com o solo.

Figura 7 - Avaliagdo do crescimento ¢ da germinagdo, ¢ a comparag¢ao do tamanho médio da (A) parte aérea ¢ (B)
das raizes do tomate-cereja. A diferenga significativa considerada é p < 0,05
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De modo geral, a germinagdo e o crescimento inicial das plantulas de tomate-cereja
(Solanum lycopersicum), que variaram entre 29 e 28 sementes germinadas (de um total de 30)
por tratamento, foram moduladas de acordo com o tipo de nanoparticula e a concentragao
aplicada.

O tratamento com extrato puro de D. salina ndo apresentou diferengas estatisticas em
relagdo ao controle (p > 0,05), indicando que o veiculo experimental ndo interferiu isoladamente
no desenvolvimento das plantulas. Além disso, a maioria das concentragdes testadas nao
promoveu reducdo significativa da germina¢ao ou do crescimento, evidenciando a auséncia de
efeito fitotdoxico nas condicoes avaliadas.

Entre os tratamentos, as ZnNPs apresentaram o efeito mais expressivo, promovendo
aumentos estatisticamente significativos no crescimento relativo, especialmente da parte aérea,
com valores médios entre 65% e 84% em relacdo ao controle (p < 0,05). Esse padrdo sugere
um efeito bioestimulante associado ao papel do zinco como micronutriente essencial, atuando
como cofator enzimatico, regulador da sintese proteica e modulador de fitormonios,
particularmente auxinas, fundamentais para o crescimento inicial do tomateiro (Kumar et al.,
2021; Thenarasu et al., 2022). A variacao da resposta entre as concentra¢des reforca a natureza
dose-dependente tipica da aplicagdo de micronutrientes em escala nano.

Em contraste, as TiNPs e AgNPs apresentaram respostas mais variaveis e, na maioria das
concentragdes, ndo diferiram significativamente do controle. Embora nanoparticulas de prata
sejam frequentemente associadas a efeitos fitotoxicos devido a liberagdo de ions Agh e a

inducdo de estresse oxidativo, tais efeitos ndo foram observados de forma consistente neste
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estudo. Esse resultado pode estar relacionado as baixas concentragdes empregadas e a presenca
de D. salina, que pode atuar na mitigagao da toxicidade por meio da adsor¢ao de ions metalicos
e da liberacao de metabolitos antioxidantes (Mahana et al., 2021; Lau et al., 2022; Gao et al.,
2024).

Observou-se, entretanto, que concentragdes mais elevadas de AgNPs tendiam a reduzir o
crescimento em comparacao as doses intermedidrias, sugerindo um possivel limiar de tolerancia
fisiologica. Esse comportamento esta de acordo com a literatura, que associa o excesso de prata
ao desequilibrio redox celular, a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a
consequente inibicdo do crescimento vegetal (Tripathi et al., 2017; Sharma et al., 2012; Rai et
al.,2012). O extrato de D.salina, aplicado isoladamente, apresentou efeito estimulante discreto,
indicando que compostos bioativos presentes na microalga, como pigmentos, antioxidantes e
reguladores de crescimento, podem contribuir para o desenvolvimento vegetal (Gonzalez-Pérez
et al., 2022; Kapoor et al., 2022). Contudo, o efeito foi menos pronunciado em comparagao as
ZnNPs, sugerindo que a combinagdo entre o fornecimento mineral em nanoescala e a matriz
biologica pode potencializar as respostas fisiologicas (Raliya et al., 2017; Dimkpa et al., 2017).

De forma geral, o tomateiro demonstrou maior sensibilidade positiva as ZnNPs,
evidenciando que a suplementacdo controlada de zinco em escala nano pode favorecer o
crescimento inicial da espécie. Esses resultados refor¢gam a importancia do ajuste fino da dose
e do tipo de nanoparticula, visando maximizar os efeitos bioestimulantes e minimizar riscos
potenciais. Estudos complementares sdo necessarios para avaliar a estabilidade dessas respostas

em condicoes de cultivo e em estagios mais avancados de desenvolvimento.

5.4.2 Crescimento apds exposicdo as nanoparticulas

Foram analisados a massa fresca e seca da parte aérea e da raiz, a area foliar e o
comprimento da parte aérea e do sistema radicular.Nos ensaios conduzidos em tubetes, foram
avaliadas trés concentragdes de nanoparticulas metalicas (0,041; 0,068 € 0,095 x 10° NP-mL™),
previamente selecionadas com base em resultados in vitro, nos quais ndo foram observados
efeitos fitotdxicos significativos. A aplicagdo combinada de nanoparticulas com biomassa de
D. salina teve como objetivo investigar possiveis efeitos sobre o crescimento inicial das

plantulas em condigdes semicontroladas, mais préximas da realidade de cultivo.
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Figura 8 - Analises morfologicas das plantas de feijdo carioca (Phaseolus vulgaris) expostas as nanoparticulas;
(A) Massa fresca da parte aérea e da raiz, (B) Massa seca da parte aérea e da raiz, (C) Comprimento da parte aérea

e da raiz. (D) Area foliar. A diferenca significativa considerada é p < 0,05.
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Foram analisados pardmetros morfoldgicos relacionados ao crescimento vegetativo,
incluindo massa fresca e seca da parte aérea e da raiz, area foliar e comprimento da parte aérea
e do sistema radicular (Figura 8). Para o feijoeiro (Phaseolus vulgaris), ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao controle para a maioria dos parametros
avaliados, indicando que as concentragdes testadas ndo comprometeram o desenvolvimento das
plantas em condigdes semicontroladas.

Embora ndo tenham sido detectadas diferencas significativas, observaram-se tendéncias
discretas de aumento no comprimento radicular, na massa fresca da parte aérea e na massa seca

das raizes, sugerindo um possivel efeito bioestimulante de baixa magnitude. Esse padrdo indica
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que as nanoparticulas apresentaram elevada biocompatibilidade, sem interferir negativamente
no acimulo de biomassa.

A estabilidade da massa seca ¢ particularmente relevante, pois sugere que processos
metabdlicos fundamentais, como a fotossintese e a assimilagdo de nutrientes, ndo foram
prejudicados pela aplicacdo das nanoparticulas. Resultados semelhantes t€ém sido relatados em
leguminosas tratadas com nanomateriais de base bioldgica em baixas concentracdes, reforcando
a importancia do ajuste adequado da dose para evitar efeitos fitotoxicos (Abinaya et al., 2024;
Singh et al., 2024).

As variagdes pontuais observadas na massa fresca podem estar relacionadas a alteragdes
no estado hidrico das plantas, uma vez que esse parametro ¢ altamente sensivel a absor¢do e
retencdo de agua. Pequenas oscilagdes podem refletir respostas fisiologicas adaptativas, como
ajustes osmoticos € modulagao da permeabilidade das membranas celulares diante de estimulos
externos leves, incluindo a presenca de nanomateriais (Miranda et al., 2024). De modo geral,
os resultados indicam que as concentragdes avaliadas se mantiveram em um perfil seguro para
o crescimento vegetativo do feijoeiro. Contudo, os efeitos depender de ajustes na concentragao,
no modo de aplicag¢dao ou no periodo de exposigao.

Os resultados obtidos para o tomateiro (Solanum lycopersicum) indicaram auséncia de
diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao controle para a maioria dos parametros
biométricos avaliados (Figura 8). De modo geral, a aplicacdo de nanoparticulas ndo promoveu
alteragdes expressivas no crescimento vegetativo.

Apesar da auséncia de significancia estatistica na maior parte dos tratamentos,
observou-se um discreto incremento na massa fresca da parte aérea em algumas concentragoes,
sugerindo uma resposta fisiologica positiva, de baixa magnitude, a aplicagdo de nanoparticulas
em doses reduzidas. Esse comportamento indica que, em concentragdes adequadas, as
nanoparticulas podem ser fisiologicamente toleradas sem comprometer o desenvolvimento
inicial.

Em contraste, a maior concentragao de ZnNPs (0,095 x 10° NP-mL™) resultou em
reducdo significativa da massa fresca da parte aérea e na concentragao (0,041 x 10° NP-mL™)
no sistema radicular. Esse resultado sugere um possivel efeito limiar de tolerancia, no qual o
aumento da dose pode induzir estresse oxidativo, comprometer a integridade das membranas
celulares e alterar a fisiologia hidrica, reduzindo o actiimulo de 4gua nos tecidos vegetais
(Yingying et al., 2025). Esse padrio refor¢a a natureza dose-dependente da resposta a
nanoparticulas metélicas. Por outro lado, a massa seca da parte aérea e da raiz permaneceu

estavel na maioria dos tratamentos, indicando que o acumulo de biomassa estrutural foi menos
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sensivel as concentragdes avaliadas. Essa estabilidade sugere a manuteng¢do dos processos
metabdlicos essenciais € a possivel capacidade adaptativa do tomateiro, que apresenta
mecanismos eficientes de modulagao antioxidante e de reparo celular (Sarsekeyeva et al., 2024;
Yingying et al., 2025).

De modo geral, os resultados corroboram estudos que indicam que nanoparticulas
biogénicas, quando aplicadas em concentragcdes controladas, ndo promovem alteragdes
morfofisiologicas significativas em culturas agricolas (Abinaya et al., 2024). Os dados
reforcam a importancia do ajuste da dose para equilibrar a seguranga e o potencial
bioestimulante.

Figura 9 - Analises morfologicas das plantas de Tomate cereja (Solanum Iycopersicum) expostas as
Nanoparticulas; (A) Massa fresca da parte aérea e da raiz, (B) Massa seca da parte aérea e da raiz, (C) Comprimento
da parte aérea e da raiz, (D) Area foliar. A diferenca s significativa considerada é p < 0,05.
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Além disso, a presenca de biomassa de D. salina pode ter contribuido para a estabilidade
fisiologica observada, uma vez que as microalgas sao reconhecidas como fontes de compostos
bioativos e antioxidantes capazes de modular respostas ao estresse (Ronga et al., 2019; Miranda
et al., 2024). A integracdo entre nanoparticulas biogénicas e biomoléculas derivadas de
microalgas, portanto, representa uma abordagem promissora, desde que respeitem os limites
seguros de concentragao.

Assim, ambas as espécies de sementes apresentaram elevada germinagado e auséncia de
efeitos fitotoxicos expressivos nas concentragdes avaliadas, indicando biocompatibilidade das
nanoparticulas associadas a biomassa de D. salina. O feijoeiro apresentou comportamento mais
conservador, com respostas discretas e poucas diferencas significativas, destacando-se o leve
estimulo radicular com TiNPs ¢ estabilidade da massa seca, indicando manutencdo do
metabolismo estrutural.

O tomateiro, por sua vez, demonstrou maior sensibilidade as ZnNPs, com efeito
bioestimulante em concentragdes intermediarias e redugdo da massa fresca na maior dose
testada, evidenciando resposta dose-dependente e possivel limiar de tolerancia. A estabilidade
da massa seca em ambas as espécies sugere que 0s processos metabolicos essenciais nao foram
comprometidos. Assim, os resultados indicam potencial de aplicacdo em baixas concentragdes,
desde que sejam consideradas as particularidades fisiologicas de cada cultura e a defini¢ao

adequada da dose.

6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo demonstrou a eficacia do uso da microalga D. salina na sintese
biogénica de nanoparticulas metalicas (AgNPs, ZnNPs e TiNPs), confirmando seu potencial
como agente redutor e estabilizante natural. Os parametros obtidos na caracterizacdo fisico-
quimica indicaram que a sintese das nanoparticulas foi bem-sucedida, evidenciando a
viabilidade do emprego de sistemas biologicos para a produ¢cdo de nanomateriais.

O cultivo de D. salina também demonstrou eficiéncia como estratégia biotecnologica
para o sequestro de didxido de carbono (CO:) atmosférico, refor¢ando seu potencial para a
mitigacdo de emissdes € para a promogao de processos alinhados a bioeconomia sustentavel.
Além disso, a biomassa microalgal mostrou-se promissora como fonte de compostos bioativos
capazes de atuar na sintese e estabilizacdo de nanoparticulas.

A andlise do crescimento microalgal indicou respostas diferenciadas aos tratamentos
com nanoparticulas. As TiNPs apresentaram menor toxicidade e maior biocompatibilidade,

enquanto as AgNPs demonstraram maior efeito inibitorio, evidenciando a importancia do
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controle de concentracdo para aplicacdes biotecnoldgicas e agricolas. Nos ensaios de
germinagdo e crescimento de sementes de feijdo carioca (Phaseolus vulgaris) e tomate-cereja
(Solanum lycopersicum), observou-se que as nanoparticulas biossintetizadas, especialmente
ZnNPs e TiNPs, apresentaram potencial bioestimulante, promovendo efeitos positivos no
desenvolvimento radicular e no crescimento inicial das plantas.

A comparacao geral dos resultados (Tabela 4) indicou comportamentos distintos entre
os nanomateriais avaliados. As ZnNPs apresentaram maior estabilidade associada a respostas
bioestimulantes mais pronunciadas, particularmente na germinag¢do do tomateiro. As TiNPs
demonstraram boa tolerdncia bioldgica e estimulo moderado ao crescimento vegetal. Em
contrapartida, as AgNPs apresentaram maior potencial de toxicidade em concentragdes
elevadas, possivelmente relacionado a sua maior reatividade e ao conhecido efeito

antimicrobiano.

Tabela 4 — Comparacdo do desempenho das nanoparticulas nos diferentes ensaios.

Comparacgao dos . Melhor
resultados S ZnNPs TiNPs Desempenho
Caracterllza(.;ao fisico- Otima estgblhdade Otima estgblhdade Boa estabilidade |  AgNPs / ZnNPs
quimica coloidal coloidal
, Boa tolerancia e
Estivel e leve estimulo
Crescimento DO Maior toxicidade | bioestimulagdo ZnNPs
Germinacio - feijao Leve reducdo em ,
. I . L Leve estimulo ao
carioca (Phaseolus concentragdes mais | Boa germinacao . .
. crescimento TiNPs
vulgaris) altas
Germm.ag:ao - tomate- Inibigdo em altas | Melhor resposta Leve
cereja (Solanum ~ Lk . ~
. concentragoes germinativa bioestimulagdo ZnNPs
lycopersicum)

Com isso, os resultados obtidos evidenciam o potencial da integragdo entre microalgas
e nanotecnologia para o desenvolvimento de insumos agricolas sustentaveis, como
biofertilizantes e bioestimulantes. Contudo, estudos adicionais sdo necessarios para avaliar os
efeitos de longo prazo, as concentracdes ideais de aplicacdo e o comportamento ambiental

dessas nanoparticulas, garantindo sua seguranca e eficacia em aplicagdes em larga escala.

7 CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que as nanoparticulas metalicas associadas a biomassa de
D. salinam apresentam comportamentos distintos quanto as suas propriedades fisico-quimicas
e aos efeitos biologicos nas culturas avaliadas. De modo geral, AgNPs e ZnNPs apresentaram

elevada estabilidade coloidal, enquanto as TiNPs mostraram estabilidade ligeiramente inferior.
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Nos ensaios bioldgicos, as AgNPs evidenciaram maior potencial de toxicidade em
concentragdes elevadas, enquanto as ZnNPs apresentaram respostas bioestimulantes,
especialmente na germinagao do tomateiro. As TiNPs demonstraram boa tolerancia fisiologica
e leve estimulo ao crescimento vegetal, particularmente no feijoeiro.

De forma geral, os resultados indicam que o desempenho das nanoparticulas depende
tanto do tipo de material quanto da espécie vegetal avaliada, sendo as ZnNPs aquelas que
apresentaram o melhor desempenho entre os tratamentos analisados. Portanto, este estudo
reforca o potencial do uso de nanomateriais associados a biomassa microalgal como estratégia
promissora para o desenvolvimento de insumos agricolas mais sustentaveis, contribuindo para

o avanco da biotecnologia verde e da nanotecnologia aplicada a agricultura.
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