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RESUMO
AVALIACAO DA ECOTOXICIDADE DE NANOPARTICULAS DE
DIOXIDO DE TITANIO E PRATA

O principal objetivo deste trabalho foi estudar as interac6es de nanoparticulas de
Ag ou nanoprata (nAg ou AgNP) e nanoparticulas do semicondutor TiO2 (nTiOy)
com a matriz aquatica, a fim de avaliar a sua toxicidade a representantes da biota
aquatica. Estes dois tipos de nanomateriais (NM) foram escolhidos, pois
atualmente estdo sendo comercializados em grande escala por apresentarem
ampla aplicacao industrial. Este trabalho envolveu as seguintes etapas: a) sintese
de TiO2 na forma de p6 e de amostras de AgNP por rotas sintéticas estabelecidas
pela literatura; b) caracterizacdo dos NM sintetizados quanto ao tamanho e a
morfologia, e no caso das suspensdes de AgNP foi realizada a especiacado da
prata a fim de nortear uma avaliagdo mais criteriosa sobre ecotoxicidade destas
suspensoes; ¢) avaliacdo da atividade bactericida das amostras de AgNP e do
TiO2 sintetizados. Para isto, utilizou-se a bactéria E. coli e um sistema
FIA/Condutimétrico para medir a inibicao bacteriana através da producao de CO..
d) avaliacao da ecotoxicidade das suspensdes de AgNP e TiO2 no meio aquatico.
Foram utilizados os organismos aquaticos: V. fischeri (bactéria marinha), D. similis
(microscrustaceo de agua doce) e P. subcapitata (alga de agua doce). Devido a
fotoatividade do TiOy, os testes com D. similis foram adaptados, incorporando a
radiacdo UV-A durante o teste. As amostras de AgNP foram tdxicas aos
organismos aquaticos testados nas seguintes faixas de concentracdo: P.
subcapitata (IC50 = 1-122 pg L), D. similis (CE50 = 0,5-50 ug L") e V. fischeri
(CE50 = 5,2-32,2 mg L ™). As amostras de TiO, se mostraram mais toxicas para a
D. similis (CE50 = 8-57 mg L'1) em relacao ao V. fischeri (CE50 > 100 mg L'1). A
caracterizacdo das amostras de TiO, e AgNP sintetizadas indicou que fatores
como fotoatividade do TiO, e a concentracdo de ions Ag® nas suspensdes de
AgNP foram determinantes para a ecotoxicidade apresentada por estas amostras.
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ABSTRACT

ASSESSMENT OF ECOTOXICITY OF NANOPARTICLES OF
TITANIUM DIOXIDE AND SILVER

The objective of this work was to evaluate the toxicity of silver nanoparticles or
nanosilver (nAg or AgNP) and TiO, semiconductor nanoparticles to some biotic
representative aquatic organisms. These two nanomaterials (NM) types were
chosen because they are currently being market on a large scale due to their wide
industrial application. The work was developed in accordance to the following
steps: a) Synthesis of TiO2 powder and AgNP samples by current synthetic routes.
b) Shape, morphology and optical characterization of TiO, powder and AgNP
synthesized samples. The Ag speciation was performed in the AgNP suspensions
to improve the ecotoxicological assessment of this material; ¢) Bactericidal activity
assessment of TiO, and AgNP samples using E. coli. The inhibition of the bacterial
growth was followed by CO, produced using a FIA/Conductivity system; d)
Ecotoxicity assessment of TiO2 and AgNP suspensions to aquatic organisms. The
aquatic organisms used were V. fischeri (marine bacterium), D. similis
(microcrustace freshwater) and P. subcapitata (algae freshwater). Due to the TiO>
photoactivity, the tests with D. similis were adapted by include to UV-A radiation
during the whole test period. The results showed that AQNP samples were toxic to
aquatic organisms in the following ranges: P. subcapitata (C150 = 1-122 ug L"), D.
similis (EC50 = 0.5-50 ug L") and V. fischeri (EC50 = 5.2-32.2 mg L ™). The TiO
samples were more toxic to the D. similis (EC50 = 8-57mg ) compared to V.
fischeri (CE50 > 100 mg L™). The characterization of TiO, and AgNP synthesized
samples indicated that factors such as TiO. photoactivity and Ag® ions
concentration in AgNP suspensions were responsible to the ecotoxicity showed by

this samples.
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APRESENTACAO

Esta tese € apresentada em quatro partes distribuidas em seis capitulos
que relatam as etapas desenvolvidas neste trabalho, o qual explora varios
aspectos sobre a avaliagdo da ecotoxicidade de amostras contendo
nanoparticulas de prata ou nanoprata (nAg ou AgNP) e de amostras de diéxido de
titanio contendo nanoparticulas de TiOz (nTiOy).

A primeira parte (capitulo 1) aborda o contexto atual e a relevancia da
questao ecotoxicolégica que envolve nanomaterais (NM), incluindo Ag e TiOy,
justificando a realizacdo deste trabalho. S&o apresentados o objetivo geral e os
objetivos especificos que se pretenderam atingir.

O segundo capitulo reporta a sintese e caracterizacdo dos nanomateriais
estudados. Na caracterizacédo das suspensdes de AgNP sintetizadas investigou-se
a influéncia do estabilizante utilizado sobre a estabilidade das nanoparticulas
obtidas, além da especiagdo da prata, com o intuito de elucidar as respostas
ecotoxicoldgicas obtidas.

O terceiro capitulo esta centrado na avaliacdo da atividade bactericida da
nAg e do nTiO,, sendo utilizada nos testes a bactéria E. coli. Nos ensaios
envolvendo nanoparticulas de TiO, foi incorporada a radiacdo UV-Visivel durante
o teste, a fim de avaliar sua caracteristica fotocatalitica.

O quarto capitulo trata dos testes ecotoxicolégicos aplicando os NM
estudados aos seguintes organismos representantes da biota aquatica:
Pseudokirchneriella subcapitata (alga), Daphnia similis (microcrustaceo) e Vibrio
fischeri (bactéria marinha). Neste capitulo é descrita a modificacao do teste com a
Daphnia similis e as amostras de TiO, realizada com o intuito de explorar a
fotoatividade deste semicondutor. Sao apresentados os resultados obtidos nos
ensaios de ecotoxicidade das amostras de TiO, a Daphnia similis e ao Vibrio
fischeri e das suspensbes de AgNP aos organismos Pseudokirchneriella
subcapitata, Daphnia similis e Vibrio fischeri. E avaliada a influéncia da agua de
cultivo de cada um destes organismos sobre as suspensdes de AgNP, a fim de
perceber mudangas na estabilidade das nAg, bem como identificar se ocorreu



aglomeracao ou mudanca em seu estado de oxidacdo. E desta forma, inferir sobre
0s mecanismos de toxicidade envolvidos.

O quinto capitulo traz as conclusdes gerais e as perspectivas futuras a
respeito do trabalho realizado. No capitulo 6 estdo as referéncias que foram
utilizadas como suporte bibliogréafico para a elaboragéo deste trabalho.
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CAPITULO 1

1 - INTRODUCAO

1.1 - ASPECTOS GERAIS

A busca da sociedade atual por um modo de vida mais confortavel
acarretou nos ultimos 30 anos, um crescimento significativo das atividades
industriais, na produgédo de alimentos, ocupacao desordenada das cidades e no
consumo de combustiveis fésseis. A combinacdo destes fatores originou o quadro
atual de poluicdo dos compartimentos ambientais: a agua, o solo e o ar.
Perturbacdes constantes nos ciclos biogeoquimicos tém causado um desequilibrio
entre esses compartimentos. Isto gera danos ambientais significativos, dentre os
quais, destacam-se o acumulo de materiais persistentes e bioacumulativos no
solo, nos sistemas aquaticos, incluindo o sedimento, além da grande quantidade
de material particulado na atmosfera (Rocha et al. 2004).

Os compostos contendo metais (e.g. Hg, Cd, Al e Pb), dioxinas e produtos
organicos persistentes (POP), como os agrotoxicos, tém se destacado como as
substancias quimicas mais estudadas ambientalmente, no que se refere a sua

quanticacao, especiacao e fracionamento em matrizes ambientais (Macedo 2002).

Estudos toxicolégicos e ecotoxicoldégicos envolvendo a maioria dos
poluentes quimicos citados tém sido amplamente realizados. Os resultados tém
mostrado que, em contato com o ambiente natural estes compostos podem causar
sérios desequilibrios e, dependendo da sua bioacumulacdo ou biopersisténcia,

podem através da cadeia alimentar, atingir o homem.

Com o advento da nanotecnologia tem crescido nos ultimos anos o
interesse pela investigacdo dos efeitos deletérios ao ambiente e a saude humana
de uma nova classe de contaminantes emergentes, 0s nanomateriais
manufaturados (NM).
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A nanotecnologia e a nanociéncia envolvem o entendimento e o controle da
matéria que apresenta pelo menos uma dimenséo na escala de 1 a 100 nm e que
tem possibilitado novas aplicagcdes quando comparada ao material sélido massivo
(do inglés bulk), devido as suas propriedades quimicas e fisicas (Federici et al.
2007; Nowack et al. 2007; Zarbin 2007).

O prefixo “nano” refere-se a escala de medida cuja grandeza é o nanémetro
(nm), que corresponde a um bilionésimo do metro, 10° m. A Figura 1.1 mostra
uma comparagao tipica de tamanho entre exemplares nas escalas manométrica e
micrométrica, onde a largura da molécula de DNA corresponde a cerca de 10
atomos de H enfileirados (2 nm). Os NM como o fulereno (Cgg), nanotubos de
carbono, pontos quénticos e dendrimeros se enquadram na faixa de 1-100 nm,
correspondendo a faixa de tamanho de proteinas e virus. Por outro lado, os NM
sdo cerca de 1000 a 10.000 vezes menores que micro organismos como a
bactéria E. coli e as células vermelhas do sangue (ABDI 2010; Duran et al.; Toma
2004; Zarbin 2007).

1A Inm 10nm 100nm Ipm 10 pm

A A
=AY \L;is'f )
S0 Ll

Figura 1.1 - Comparagédo de tamanho entre estruturas na escala manométrica e
micrométrica. Fonte: http://munlait.wordpress.com/category/biotecnologia/page/3/.


http://munlait.wordpress.com/category/biotecnologia/page/3/
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Em decorréncia do tamanho as propriedades Opticas, elétricas, de
transporte, magnéticas, cataliticas e mecanicas dos NM, podem ser drasticamente
diferentes quando compradas ao material sélido massivo. Desta forma, os NM
estdo sendo aplicados em varios setores, como o de energia, iluminagao,
automobilistico, de embalagens, cosméticos, tecidos, farmacos e esportivo. Por
viabilizarem produtos finais mais leves, eficientes e principalmente de baixo custo,
muitos produtos contendo NM encontram-se em fase de comercializacdo em
cosméticos, eletrodomésticos, vestimentas, farmacos, dentre outros (ABDI 2010;
Zarbin 2007).

Contudo, as mesmas propriedades que tornam os NM tdo atrativos para
diversas aplicagdes, tais como o pequeno tamanho de particula e alta area
superficial (Chen & Schluesener 2008; Song et al. 2005) podem também ser
responsaveis por efeitos nocivos aos organismos vivos (Moore 2006). Indicios
sobre estes efeitos tém sido reportados por estudos ecotoxicolégicos e
toxicolégicos com microrganismos, algas, peixes, ratos e células humanas (Auffan
et al. 2006; Bermudez et al. 2004; Hussain et al. 2005; Kahru & Dubourguier 2010;
Magrez et al. 2006; Oberdérster et al. 2006; Tong et al. 2007; Wani et al. 2011).

1.2 - NANOPARTICULAS E NANOMATERAIS NO AMBIENTE

A presenga de nanoparticulas no ambiente ocorre devido a fontes naturais
e antropicas. Como exemplo de fonte natural hd o sal marinho e a poeira
vulcénica, além de algumas moléculas como a magnetita biogénica e a proteina
ferritina, de aproximadamente 12 nm que podem ser encontradas em bactérias e

eventualmente no cérebro humano (Oberdérster 2004a; Oberdérster et al. 2005).

As fontes antrépicas de nanoparticulas estdo relacionadas tanto as
atividades que envolvem a queima de combustiveis fésseis, e que geram grande
quantidade de material particulado, quanto aos processos industriais nos quais as
nanoparticulas sintéticas sido manufaturadas para incorporacdo em NM em
geral, assim como (Farré et al. 2009; Magrez et al. 2006; Nemmar & Inuwa 2008;
Moore et al. 2006; Oberddrster et al. 2006).

9
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Os NM constituidos de nanoparticulas sintéticas sao definidos como
sendo materiais que possuem compostos com uma ou mais dimensdes na escala
nanométrica. Na Figura 1.2 encontram-se os tipos de nanomateriais, classificados
de acordo com as suas propriedades fisicas e quimicas. Dentre os principais NM
organicos destacam-se os nanotubos de carbono de parede simples e de parede
dupla e o fulereno (Cgp). Dentre os 6xidos metalicos, o TiO, tem ampla aplicagéo,
assim como os metais como as nanoparticulas de prata e ouro, além dos pontos
quanticos (quantum dots), utilizados como nanomarcadores bioldgicos (Farré et al.
2009; Ju-Nam & Lead 2008; Peralta-Videa et al. 2011).

NANOMATERIAIS

ORGANICOS INORGANICOS
Nanotubos de Oxidos Pontos
Fulerenos Carbono Metalicos Metais Quanticos

Figura 1.2 — Classificacdo dos nanomateriais de acordo com suas propriedades
fisico quimicas. Figura adaptada de Peralta-Videa et al. (2011).

No ambiente, as nanoparticulas provenientes de fontes naturais e da
queima de combustiveis fésseis, bem como as nanoparticulas sintéticas,
provenientes de NM manufaturados, podem chegar ao homem ou aos organismos
aquaticos através de processos diretos como a inalagao ou ingestao, bem como

indiretos, através da cadeia alimentar (Figura 1.3).

10
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Figura 1.3 - Principais fontes, rotas de exposicdo e processos de interacdo das
nanoparticulas com o ambiente e organismos vivos. Fonte: Paschoalino et al.
(2010).

Dependendo da mobilidade das nanoparticulas no ambiente, sdo definidas
as vias de acesso mais comuns para 0 ambiente e/ou para os seres humanos.
Este acesso pode ser através da inalacado (Bermudez et al. 2004), ingestdao (Chen
& Schluesener 2008), assimilacdo através de superficies epiteliais externas
(Nohynek et al. 2007; Tsuji et al. 2006) ou por absorcdo celular (Auffan et al. 2006;
Yehia et al. 2007; Shin & Abraham 2001).

A observagao dos fenémenos fisicos e quimicos envolvidos nos processos
de interacao de nanoparticulas com o ambiente como a biodegradacao, lixiviacao,
degradacao e deposicdo sdo importantes para entender o seu comportamento
através dos compartimentos, ar, agua, solo e sedimento e assim relaciona-los com
0s possiveis efeitos aos organismos aquaticos e a saude humana. Analisando o
potencial de exposicdo aos NM, Oberdorster et al. (2005) afirmaram que os NM
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podem ser persistentes em sistemas bioldégicos e ecoldgicos, principalmente
devido ao tamanho e area superficial.

A interacdo de NM com o ambiente ou organismos vivos pode gerar
modificacbes na sua morfologia, causar a funcionalizagcdo da superficie das
nanoparticulas ou a sua aglomeracao (Figura 1.4). Essas modificagdes podem
magnificar ou diminuir os efeitos deletérios de um determinado nanomaterial
(Farré et al. 2009).

Aglomerados 000,

® livres
® @0
©e 6

/' Aglomerados
Nanoparticulas © o

incorporadas ®O®

(compésitos) ® e O T S :

Nanoparticulas e Nanoparticulas
funcionalizadas funcionalizadas

Q o)

Figura 1.4 - Principais fendmenos de modificacdo das nanoparticulas quando em
contato com o ambiente ou organismos vivos. Fonte: Adaptado de Farré et al.
(2009).

Por outro lado, a presenca de matéria organica pode estabilizar suspensdes
contendo NM, evitando processos de degradagao ou agregacao. Neste contexto,
Hyung et al. (2007) constaram recentemente que a matéria organica presente em
uma suspensao contendo nanotubos de carbono promove a sua estabilizacao.
Esta observagédo pode contribuir com a elucidagdo dos mecanismos de transporte
qgue envolve este tipo de NM, quando presente no ambiente aquatico.
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Os riscos associados ao aporte de nanoparticulas sintéticas no ambiente,
estdo associados a sua manufatura, consumo e descarte. Por esta razdo, os
estudos toxicoldgicos que levam em conta principalmente a exposi¢cao ocupacional
(Hund-Rinke & Simon 2006) e o uso (Nohynek et al. 2007; Tsuji et al. 2006) de
NM, tém sido realizados e constituem uma necessidade atual. Do mesmo modo,
seguem a mesma tendéncia os estudos relacionados a tematica ecotoxicologica
relacionada a biota aquatica (Chen e Schluesener 2008; Oberddérster 2004; Smith
et al. 2007; Zhu et al. 2009).

1.2.1 - PRODUGCAO DE NANOMATERIAIS E RISCOS POTENCIAIS DA
NANOTECNOLOGIA A SAUDE HUMANA E AO AMBIENTE

A preocupagédo com relagdo a toxicidade e ecotoxicidade de nanoparticulas
se deve principalmente, ao fato de que os NM nunca foram produzidos e utilizados
em produtos comerciais em tdo larga escala como atualmente. A producéo anual
estimada de materiais que contém substancias em nanoescala, saltou de 1.000 t
em 2004 para mais de 5.000 atualmente, com a perspectiva de que a marca de
100.000 t seja atingida na préxima década (Chen & Schluesener 2008). Os
nanomateriais com maior produgdo mundial sdo o TiO,, os nanotubos de carbono
e a nanoprata, sendo produzidas anualmente cerca de 5000, 500 e 350 t,

respectivamente (Mueller & Nowack 2008).

De acordo com um inventério elaborado pelo Projeto de Nanotecnologias
Emergentes (do inglés The Project Emerging Nanotechnologies) PEN (2010), o
mercado de produtos que utilizam NM tem crescido linearmente nos ultimos anos.
A Figura 1.5 mostra o crescimento linear do niumero de produtos contendo NM de
2005 a 2010, o que indica que em 5 anos, ocorreu um aumento de cerca de

quatros vezes o numero de produtos contendo algum tipo de NM.
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Figura 1.5 - Numero total de produtos contendo algum NM, listados no inventario
elaborado pelo PEN (2010). Figura adaptada de PEN (2010).

Desta forma, o risco destes NM alcancarem os compartimentos ambientais
e tornarem-se disponiveis em concentragées nunca presenciadas é consideravel
(Lovern et al. 2007; Lyon et al. 2006). Neste sentido, Dreher et al. (2004) e Colvin
et al. (2003) apontaram os efeitos toxicoldégicos devido a manufatura de
nanomaterais, ou seja, a toxicidade devido a exposicao ocupacional. Em 2004,
Oberdérster et al. investigaram o transporte de particulas ultrafinas de 6éxido de
manganés para o sistema nervoso central de ratos através de testes in vivo
(Oberdorster et al. 2004b). Por meio do mesmo tipo de teste, Lam et al. (2004),
observaram os efeitos de nanotubos de carbono nos pulmdes de ratos e Hoet et
al. (2004) mostraram varios estudos sobre 0s processos de absorgdo de
nanomateriais pela pele, trato intestinal e pulmées de mamiferos e organismos

aquaticos via testes in vivo e in vitro.

De acordo com o inventario do PEN (2010), dos produtos (contendo algum
NM) fabricados pela Europa, Estados Unidos, Asia e em outros paises como
Australia, Israel e México, de 2006 aos dias atuais, ocorreu um crescimento
consideravel (Figura 1.6) na sua producdo. Além disto, as areas nas quais se
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encontra maior aplicacdo estdo ligadas a saude e ao condicionamento fisico (do
inglés fitness), que engloba a incorporacdo de NM em roupas, cosméticos,
sistemas de filtracao e protetores solares.

* Em 2006 Em 2011

Figura 1.6 - Categorias e numero aproximado de produtos que utilizam NM.
Figura adaptada de PEN (2011)

Do mercado mundial de produtos contendo algum tipo de NM, a fabricacao
de produtos contendo nanoprata foi a que mais aumentou em relagcdo aos
principais NM produzidos. De acordo com a Figura 1.7, o nUmero de produtos que
em 2006 nao passou de 30, aumentou para 313 em 2011. J& o TiO, é o terceiro

maior NM utilizado em produtos, comparando com nAg e NM de carbono.
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Figura 1.7 - Niumero de produtos associados a um NM especifico, listados no
inventario elaborado pelo PEN (2010). Figura adaptada de PEN (2010).

Levando em consideracdo a gama de produtos a base de NM disponiveis
no mercado (e.g. 1393 produtos), estes podem ser considerados, na atualidade,
como a principal fonte de aporte deste tipo de composto no ambiente (Chatterjee
2008). Por isso, a devida atencdo deve ser dada ao processo de manufatura,
transporte, armazenamento e descarte de NM. E importante destacar que os
diferentes métodos de manufatura de NM podem gerar produtos variados, com
diferentes tipos e quantidades de impurezas, o que podera refletir numa extensa
variedade de residuos (Bullis 2005).

1.2.2 - PRATA

A prata pode estar presente no ambiente e nos organismos vivos nas
seguintes formas: prata metalica (Ago) como material solido massivo (do inglés

bulk), sal de prata (mais comum sdo os ions Ag*), complexos, prata coloidal e
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nanoprata (nAg), que se refere a prata metalica elementar cujo tamanho esté entre
1 e 100 nm (Nordberg et al. 2007; Panyala et al. 2008).

Desde as antigas civilizacdes, a prata metdlica tem sido bastante aplicada
na medicina, na confeccao de moedas e utensilios domésticos, tais como pratos e
copos, bem como no tratamento de doengas causadas por fungos, bactérias e
virus e na desinfeccdo da agua (Panyala et al. 2008). Devido as suas
propriedades elétricas, quimicas e mecanicas, a prata pode ser utilizada na forma
pura ou de ligas. Atualmente as aplicagbes mais comuns da prata sdo na

fabricacao de dispositivos eletrdnicos, joias e supercondutores, dentre outras.

Compostos de prata foram muito utilizados em fotografias e revestimentos
de diversos metais, além de serem bastante explorados no tratamento de doencas
infecciosas e mentais (Nordberg et al. 2007; Panyala et al. 2008). Outras
aplicacbes sédo na area meédica, na fabricacdo de espelhos, em cosméticos, como
catalisador e em baterias, assim como bactericida e algicida (Wijhoven et al.
2009).

Atualmente percebe-se uma expansao quanto a sintese de
nanoparticulas de prata ou nanoprata (nAg), seja na forma de pd, incorporadas a
outros materiais ou em suspensdo. Este NM tem sido aplicado como agente
antimicrobiano, podendo ser encontrado em aspiradores de pd, lavadoras de
roupa, materiais médicos, filtros de ar, em embalagens para armazenar alimentos,
em meias, e em outros produtos téxteis (Duran et al. 2010; Fortner et al. 2005;
Wijnhoven et al. 2009).

1.2.2.1 - MECANISMO DE AGAO DA NANOPRATA EM ORGANISMOS VIVOS E
PROPRIEDADE BACTERICIDA

O mecanismo de acdao de nAg em organismos vivos ndo é totalmente
conhecido, embora haja muitas evidéncias desta acao, seja por meio da interacao
direta com a membrana celular de bactérias, ou de forma indireta, pela liberacdo
de ions Ag* pelas nAg (Marambio-Jones & Hoek 2010; Miao et al. 2010).

17



Capitulo 1 — Introducao --

Neste sentido, Laban et al. (2010) observaram a absorcdao de nAg por
embrides de Pimephales promelas, como indicam as micrografias da Figura 1.8.
Os autores confirmaram que o mecanismo que explica a toxicidade da nanoprata
estd associada a combinacdo da toxicidade devido as nAg internalizadas pelo

organismo, bem como, pelos ions Ag™ liberados pela nAg.

Figura 1.8 - Imagens de MET dos embrides de P. promelas A) parte externa da
superficie dos embrides sem tratamento com nAg (controle) B e C) controles da
parte interna dos embrides D) nAg agregadas na parte de fora da membrana E e
F) agregados nAg no interior do embrido G-I) Aglomerados isolados no interior do
embrido. Figura adaptada de Laban et al. (2010).

Pelo mecanimo de toxicidade dos ions Ag® a organismos aquaticos
estabelecido na literatura, estes ions interferem de forma decisiva no transporte de

Na* nestes organismos, o que leva a uma série de danos, causados
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principalmente pela inibicdo da atividade da enzima K'Na® ATPase.
Comprovagdes deste mecanismo foram realizadas por Morgan et al. (1997) e
Wood et al (1999) que observaram que 10 pg L' de Ag® (AgNO3) causavam
interferéncias no transporte e absorcdo de Na® e CI pelas guelras de peixes,

levando a morte dos mesmos.

Além disto, muitos estudos, principalmente ligados a atividade bactericida
de nAg, tém mostrado que o tamanho das nanoparticulas e a sua forma
contribuem para a sua toxicidade (Shrivastava et al. 2007; Sondi & Salopek-Sondi
2004).

Sondi & Salopek-Sondi (2004) observaram que nAg com tamanho médio de
1 a 15 nm podem penetrar a membrana celular de bactérias como a E. coli, como

indicado pelos pontos cheios na Figura 1.9b.

Figura 1.9 - Imagens das células de E. coli a) sem tratamento com nAg e b) com
tratamento com nAg. Figura adaptada de Sondi & Salopek-Sondi (2004).

Devido a reacdes de oxidagdo da nAg dentro da membrana celular, Ag™ é
gerado continuamente, causando lesdes ao DNA e a perda na habilidade de
reproducao celular. Isto ocorre porque os ions Ag* se ligam aos grupos funcionais
SH das proteinas, resultando na sua desnaturacdo. Além disto, pode ocorrer a
inibicdo da atividade enzimatica, levando a geracao de espécies reativas de
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oxigénio, o que causa a morte celular (Duran et al. 2010; Fabrega et al. 2011;
Marambio-Jones & Hoek 2010; Pal et al. 2007; Sondi & Salopek-Sondi 2004).

Além do tamanho, a forma das nanoparticulas de prata também pode
influenciar na sua acao bactericida. Neste sentido, Pal et al. (2007) compararam o
efeito bactericida de nAg de formas distintas (esféricas e triangulares) e dos ions
Ag" (AgNOs;) sobre o crescimento da E. coli. Os autores constataram que as
nanoprata triangulares foram mais toxicas a E. coli que as nanoprata esféricas e
do que os ions Ag®, embora tenham sido observadas lesdes na membrana e no

citoplasma celular para ambas as espécies de Ag (Figura 1.10).

+

Figura 1.10 - Imagens das células de E. coli A) sem tratamento com nAg ou Ag
B) tratadas com com Ag* (AgNOj) C) tratamento com nAg triangulares D)
tratamento com nAg esféricas E) Detalhe amplificado da membrana tratada com
nAg triangular onde ocorreu maior dano. Figura adaptada de Pal et al. (2007).
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Ao comparar as células de E. coli ndo expostas aos ions Ag* (AgNOs)
(Figura 1.10A), com as células na presenca de ions Ag*, observou-se que estes
ions causaram danos parciais a membrana celular, indicados pelas setas na
Figura 1.10B. Quando a E. coli foi exposta as nAg triangulares, estas se
acumularam na superficie da célula, causando mudangas na sua morfologia e
estrutura, sendo observadas pela presenga de pequenos “nodulos” escuros
(Figura 1.10C) em volta da membrana celular e no citoplasma. As nAg esféricas
nao causaram danos drasticos a membrana celular (Figura 1.10D). Por outro lado,

as nAg triangulares indicaram maior dano a membrana celular (Figura 1.10E).

Sondi & Salopek-Sondi (2004) estudaram a interagdo de nanoparticulas de
prata com a bactéria E. coli e constaram que esta bactéria Gram-negativa ndo
oferece resisténcia a este nanomaterial, comprovando que € um material com
excelente capacidade bactericida. Por outro lado, a nanoprata pode também
oferecer riscos a saude humana e alguns estudos observaram o efeito tdxico
destas nanoparticulas em células de mamiferos, e de figado de ratos com ensaios
in vitro (Berger, 2007; Auffan et al., 2006). Segundo Senjen (2007), a nanoprata
pode aumentar a resisténcia a antibiéticos. Adicionalmente, o uso prolongado de
compostos de prata pode ocasionar argiria, doenca que consiste na pigmentacao

da pele e outros 6rgaos na coloracao azul.

1.2.2.2 PRATA NO AMBIENTE

A prata metalica ndo é téxica ao homem, embora a maioria dos seus sais
apresente toxicidade. No ambiente, os ions Ag" sdo encontrados geralmente
ligados a bicarbonatos, sulfato, cloreto, sulfato e a matéria organica, podendo
formar complexos insollveis (sulfetos) e se depositar no leito dos sistemas
hidricos, agregando-se aos sedimentos (Choi et al. 2008; Wijnhoven et al. 2009).

Por apresentar acdo bactericida, as nanoparticulas de prata podem
apresentar efeito toxico as bactérias responsaveis pelo processo de desnitrificacdo
0 que pode levar a eutrofizacdo de ecossistemas alagados, além de causar a
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morte de varios micro organismos presentes (Throback et al. 2007). Deste modo,
um exemplo de como a insercdo de nanoprata ou de outros NM podem ser
prejudiciais ao equilibrio de um sistema, ocorre quando efluentes oriundos de
estacdes de tratamento de esgoto (ETE), que ndo estdo aptas a tratar tais
residuos, langcam seus efluentes diretamente nos sistemas aquaticos e no solo.
Isto pode causar a sua persisténcia, aumentando a toxicidade (Tang et al. 2004) e

biomagnificacdo (Yang & Watts 2005) ao longo da cadeia alimentar.

1.2.3 DIOXIDO DE TITANIO

O TiO, é um o6xido metalico, semicondutor, encontrado nas formas
alotrdpicas, brookita, anatase e rutilo. As formas cristalinas anatase e rutilo (Figura
1.11) sdo as mais utilizadas e comercializadas como pigmento branco para a
aplicagdo em tintas, fibras sintéticas, plasticos, papel, vidro, esmaltes, ceramica,

etc.

Figura 1.11 - Formas alotropicas do TiO,: a) anatase, b) rutilo. Fonte: Candal et
al. (2001).
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O TiO, tem sido aplicado em diversas areas como na producdo de
cosméticos, tintas, dispositivos eletrdnicos, bem como na geragao de energia, pela
construgdo de celas solares fotoeletroquimicas (Zaban et al. 1998) e na area

ambiental.

Através dos processos oxidativos avancados (POA) (Teixeira & Jardim
2004) o TiO, é aplicado na descontaminacdo ambiental, principalmente no
tratamento de 4gua e na remediacao, por degradacao fotocatalitica de nutrientes e
na purificacao de ar. O TiO» modificado (dopado com outros elementos) ou néo, e
pode ainda ser utilizado na construgao de sensores, LED (do inglés Light Emitting
Diodes) (Elliott & Zhang 2001; Kamat et al. 2002; Toma 2004).

A aplicacdo do TiO, na éarea ambiental para a desinfecgdo de ar
(Paschoalino 2006) ou de agua (Elliott & Zhang 2001; Kamat et al. 2002), depende
da geragao de espécies reativas de oxigénio, no processo fotocatalitico, como os
radicais hidroxila (‘OH), superoxido (‘O2), e o peroxido de hidrogénio (H20.).

Dentre os radicais gerados no processo fotocatalitico do TiO», os radicais
‘OH sao os que apresentam maior poder oxidativo, devido ao seu alto potencial
redox (2,80 V) (Teixeira & Jardim 2004). Este radical é o principal responsavel pela
dimerizacdo do DNA das células de micro organismos, tais como, virus e
bactérias, inativando as suas fungdes vitais, podendo levar também a sua
completa mineralizagdo (Paschoalino 2006). Esta mineralizacdo ocorre também
nos processos de fotocatalise para a destruicdo de compostos organicos em agua
(Elliott & Zhang 2001; Kamat et al. 2002).

O processo fotocatalitico que ocorre na superficie do catalisador, TiO», e
que gera as espécies oxidativas, podem ser compreendidas segundo as Equacodes
2 a9 (Rincon & Pulgarin 2003).

O TiO» utilizado na forma suspensa ou suportado, e irradiado pela luz UV (
200-400 nm) com intensidade maior que o band-gap entre a banda de valéncia
(BV) e a banda de condugéo (BC), causa a transferéncia eletrénica da banda BV
a BC gerando o par elétron-lacuna (e’sc/ h'sy) (Equagédo 1.1). As lacunas, h'gy
geradas na superficie do catalisador, promovem reacdes de oxidacdo com
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compostos organicos adsorvidos (RXaq) € com a agua adsorvida nesta superficie,
gerando respectivamente, radicais organicos, ‘RX.q (Equacao 1.2) e radicais "‘OHyqg
(Equacbes 1.3 e 1.4).

TiO,+hv  —  TiOs(e + h?) (Equacéo 1.1)
TiOo (h") + RXaa —  TiO2 + RXag (Equacéo 1.2)
TiOo (h*) + Ho0ag —  TiO» + OHag + H (Equacéo 1.3)
TiOo(h") + OHaw —  TiO> + ‘OHag (Equacéo 1.4)

Na banda de condugéao, sao favorecidos os processos de redugéo, na qual,
a presenga do O,, gera as espécies, O e H.O,, como pode ser visto pelas
Equacbes 1.5a 1.8.

TiO2 (e) + O — TiO2 + Oz (Equacao 1.5)
O + HY — HO> (Equacao 1.6)
HO,” + 'O —  OH + 0Oz + H0; (Equacao 1.7)
2HO, — O2 + H0O2 (Equacao 1.8)

A Equacao 1.5 mostra a reducao do oxigénio molecular gerando o anion
superoxido, ‘O’ Este anion pode reagir com o préton, H* e formar o radical HO.',
que por sua vez reage com o ‘O e gera H,O. (Equagdes 1.6 e 1.7). O radical
HO," também pode decompor-se e gerar HO» (Equacéo 1.8).

Compreender o mecanismo de geracao de espécies reativas de oxigénio é
de fundamental importancia na compreensdao das respostas dos estudos que
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envolvem desinfecgao fotocatalitica. Um exemplo disto s&o as conclusdes obtidas
no trabalho realizado por Cho et al. (2004), que correlacionou a inativacdo da
bactéria E. coli com a concentracdo do radical ‘OH, gerado pelo processo
fotocatalitico. Desta mesma forma, para estudos ecotoxicol6gicos, a propriedade
fotocatalitica do TiO, deve ser levada em conta uma vez que os efeitos ao
ambiente aquatico e a sua biota podem ser magnificados por esta propriedade.

O processo de fabricagdo de TiO» gera residuos de minérios insollveis ou
aguas residuais fortemente acidas, além de poeiras que podem ter efeitos nocivos
e em niveis inaceitdveis nos meios em que sdo lancados, gerando problemas

ambientais graves.

Por ser amplamente utilizado na indastria de cosméticos, de
semicondutores, de tintas, dentre outras, o TiO, tem grande possibilidade de
chegar ao homem. Desta maneira, nos ultimos anos vém sendo bastante
investigados os seus efeitos toxicoldgicos, envolvendo principalmente o trato
respiratério (Grassian et al. 2007; Nemmar et al. 2008; Sayes & Warheit 2008),
bem como estudos ecotoxicoldgicos utilizando organismos aquaticos (Wiench et
al. 2009).

1.3 - REGULAMENTAGCAO DOS NANOMATERIAIS

Como ja foi dito, o numero de produtos manufaturados utilizando
nanotecnologia e aplicados em cosméticos, estocagem de alimentos e
medicamentos tem crescido linearmente nos ultimos anos (Figura 1.6) apesar de
ndao serem bem conhecidos os efeitos que eles podem causar ao ambiente e a
saude humana (Chen & Schluesener 2008). Uma alternativa para a
regulamentagdo seria adequar as normas ja existentes para os produtos em
escala nano, no entanto, esta seria uma decisao bastante crucial, uma vez que as
propriedades de um determinado sistema condensado sédo diferentes quando

comparadas a um sistema em escala nano. Um exemplo disto sdo materiais que
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em macroescala possuiam propriedades condutoras ou semicondutoras, e que em
escala nano podem se tornar isolantes (Toma 2005).

Com o intuito de reunir informacdes sobre as areas onde a regulamentacao
deveria ser considerada, organizacées norte americanas como o0 Subcomité
Nacional e Conselho de Tecnologia (National Science and Technology Council,
NSCT) e a Agéncia de Protegdo Ambiental americana (U.S. Environmental
Protection Agency, USEPA), bem como a Real Sociedade e a Real Academia de
Engenharia do Reino Unido (Royal Society and Royal Academy of Engineers,
RS/RAENgQ), tém publicado estudos a respeito dos riscos ambientais, a saude
humana, a seguranca e as implicacbes éticas e sociais associadas ao

desenvolvimento da nanotecnologia e dos nanomateriais (CST 2007; EPA 2008).

Tendo em vista a regulamentacao de produtos contendo NM, 6rgdos como
a USEPA, a REACH CA (Registration, Evaluation, Authorisation & Retriction of
CHemicals Competent Authorities) e a Organizacao Internacional para
Padronizacao (/nternational Organization Standardization, 1SO) tém investido na
elaboragcdo de protocolos que padronizem a manufatura, comercializacdo e
descarte de NM (Bullis 2005; EPA; ISO 2011). Desta forma, sdo necessarios
estudos que estabelecam quais os riscos ao ambiente e a saude humana
decorrentes do uso de produtos manufaturados com base na nanotecnologia.

2 - JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

No Brasil e no mundo nota-se a falta de compreensao dos efeitos deletérios
dos NM (Hoet et al. 2004) ao meio ambiente, pois 0s estudos ainda sdo escassos
em relacao ao desenvolvimento e aplicacdo acelerada da nanotecnologia (Kahru &
Dubourguier 2010). Esta tendéncia foi observada por uma andlise da producao
cientifica nos ultimos 20 anos, envolvendo NM. Os resultados (Figura 1.12)
confirmaram que as pesquisas envolvendo a descoberta e aplicagbes de novos

NM e de dispositivos nanotecnoldgicos cresceram exponencialmente nos ultimos
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20 anos e que os estudos de toxicidade e de ecotoxicidade ndo cresceram da
mesma maneira.
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Figura 1.12 — Numero de trabalhos publicados de 1990 a 2011 envolvendo
nanomateriais. (ISI Web of Science 2011a-0)

De modo particular, os estudos ecotoxicoldégicos comecaram a surgir
apenas a partir de 2006 (Figura 1.12) e desta forma se faz necesséaria uma analise
mais profunda e uma discussao mais ampla sobre a ecotoxicidade, epidemiologia,

persisténcia e bioacumulacao dos NM presentes no ambiente.

Ter conhecimento dos riscos potenciais que os NM causam aos sistemas
aquaticos é de fundamental importancia, visto o agravamento de problemas
mundiais associados a questao da escassez de agua potavel (Rocha et al. 2004) e
a poluicdo causada principalmente pela falta de tratamento de esgotos industriais
e domésticos.
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Como ja foi comentado, o aporte de NM em sistemas de tratamento de
esgotos convencionais sem o conhecimento do tratamento adequado para este
tipo de residuo, podera causar perturbacdo do equilibrio de todo o ecossistema
aquatico. Ao analisar o comportamento de NM em relagdo a biota aquatica, sera
possivel contribuir para a abertura de linhas de pesquisa que contemplem a
regulamentagédo e protocolos de identificagdo do potencial toxico, bem como de
tratamento deste tipo de residuo. O conhecimento dos riscos que os NM causam
ao ambiente podera ser decisivo para a sua comercializa¢ao, cuja autorizacao s6
possa ser realizada apdés o produto estar dentro dos padrdées exigidos pela
legislacdo quanto aos aspectos ambientais e de saude publica.

Além disto, outro fator de destaque é o impacto social que a pesquisa sobre
os potenciais efeitos de nTiO, e nAg no ambiente traz, pois geram dados que
subsidiam ag¢bes para mitigar a poluicdo e gerar ambientes mais propicios as
atividades industriais, afastando o risco de contaminacao de areas urbanas ou
rurais, aliando desenvolvimento e preservacdao ambiental. Por fim, auxilia no
processo de regulamentagdo dos NM, contribuindo para pesquisas mais
aprofundadas sobre os riscos e uso de produtos contendo NM voltados para a

agricultura, nutricao, saude e energia.

Vale destacar que para prover uma boa avaliagdo ecotoxicolégica de um
determinado NM ¢é importante estabelecer uma abordagem multidisciplinar, ou
seja, integrar a ecotoxicologia areas como a biologia e a quimica. Deste modo, a
analise quimica quanto a quantificacao e caracterizacao de NM sao fundamentais

neste tipo de estudo.
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3 -OBJETIVOS

% GERAL

Avaliar a toxicidade de nanoparticulas de Ag e TiO, (nAg e nTiOy) utilizando
organismos teste representantes da biota aquatica (bactéria, microcrustaceo e
alga), através de uma abordagem multidisciplinar.

< ESPECIFICOS

= Sintetizar e caracterizar amostras de AgNP e nTiO, de formas alotropicas
distintas;

= Avaliar a atividade bactericida dos NM sintetizados utilizando E. coli;

= Avaliar a ecotoxicidade dos NM sintetizados frente aos organismos teste: V.
fischeri, D. similis e a P. subcpipata;

= Avaliar possiveis mudangas nas caracteristicas quimica, morfolégicas e de
tamanho das amostras de AgNP devido ao contato com os meios de cultivo
dos organismos teste utilizados;

= Avaliar a relagédo entre a ecotoxicidade das suspensdes de AgNP e o grau de

aglomeracao das mesmas.
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CAPITULO 2

2 - SINTESE E CARACTERIZAGCAO DAS AMOSTRAS DE TiO; E AgNP
2.1 - INTRODUCAO

Dentre os varios métodos utilizados para sintetizar nanoparticulas ou
nanoestruturas de TiO. (nTiO2) na forma esférica, de bastdes, nanotubos ou fios,
pode-se citar o método de eletrodeposicao, da oxidacao direta, hidrotermal e o sol-
gel (Chen & Mao 2007).

O método sol-gel tem sido bastante aplicado para a sintese de
nanoparticulas de TiO, utilizadas nos processos de fotodegradacao de
contaminantes ambientais. Este método baseia-se na reacdo de hidrélise de um
alcéxido de titdnio (precursor), em meio acido que na presenca de agua, sofre
primeiramente a hidrélise, seguida de polimerizacédo, nucleagao e crescimento dos
cristais. O crescimento e a aglomeracao dos cristais de nTiO, sdo dependentes do
tipo do alcéxido empregado, do pH do meio reacional, bem como da temperatura
de hidrdlise (Crisan et al. 2007). Assim, estes fatores devem ser levados em conta
quando se emprega o método sol-gel para a sintese de TiO», o qual, dependendo
das condi¢des de calcinacdo do gel, podem ser obtidas as formas alotrépicas

anatase ou rutilo.

O método mais comum para sintetizar nanoparticulas de prata ou nanoprata
(nAg) baseia-se na reacao de um precursor metalico, dissolvido em agua, seguido
da reducdo com um agente adequado na presenca de um estabilizante dissolvido
(Monge 2009; Santana et al. 2006; Zhang et al. 1996). A formacao dos coldides de
nanoprata envolve os mecanismos de nucleagao e crescimento, como observado
na Figura 2.1.
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Figura 2.1 - Mecanismo de formacédo de nAg a partir da redugdo quimica do

AgNOs. Figura adaptada de Monge (2009).

Esta rota sintética gera uma suspensdo aquosa, chamada de AgNP,

constituida por nAg, ions Ag*, o estabilizante aplicado, além dos outros produtos

que dependem do redutor e do precursor utilizados. A funcdo do agente
estabilizante é evitar que as nanoparticulas se agreguem e possam influenciar o
tamanho e a estrutura das nanoparticulas, e no caso de produtos na forma de po,
a solubilidade (Lee & Meisel 1982). Suspensdes de AgNP contendo nAg com
diferentes graus de aglomeracao (Figura 2.2) podem ser obtidas controlando as

quantidades de agente redutor e precursor utilizados na sintese.

Figura 2.2 - Suspensbdes de AgNP com diferentes graus de agregacao. Fonte:

Solomon et al. (2007).
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A mudancga da coloragéo das suspensdes de AgNP apresentadas na Figura
2.2 indica que a aglomeracao das nAg aumenta na sequéncia da cor amarela (A)
ao grafite (D).

Vale destacar que esta rota sintética é muito versatil, uma vez que
diferentes tipos de agentes estabilizantes podem ser utilizados com o objetivo de
obter as nanoparticulas de tamanho e forma controlados. Estas nanoparticulas
podem apresentar morfologia esférica, em forma de bastdo, prisma ou fios.
Contudo, é necessaria a otimizacdo das razdes estequiométricas entre as
quantidades de solvente, estabilizante e precursor utilizado, bem como a ordem da
adicao dos reagentes no processo de sintese.

A caracterizagcao fisico-quimica quanto a composicao quimica, tamanho,
forma, area superficial, porosidade, morfologia, carga superficial e grau de
aglomeracao definem as propriedades mais importantes de um nanomaterial.
Além disso, definem as suas possiveis aplicacées, bem como as implicagdes
ecotoxicolégicas (Handy et al. 2008a; Handy et al. 2008b; Hassellév et al. 2008;
Wiesner et al. 2007).

Os NM podem interagir de formas diferentes em contato com fatores
abidticos de matrizes ambientais (pH, forca ibnica, dureza da agua, matéria
organica), o que pode gerar processos de agregacado, bem como de reducao/
oxidacao, influenciando as respostas biolégicas de vertebrados, invertebrados e

plantas quando expostos a nanomateriais.

Desta maneira, a especiacdo quimica é uma etapa importante a ser
considerada nos estudos de ecotoxicidade de nanomateriais (Handy et al. 2008a).
Neste sentido, Miao et al. (2009) estudaram os efeitos diretos e indiretos de nAg
para o fitoplancton marinho T. weissflogii e observaram que a nanoprata s6 é
téxica quando ha Ag* residual na faixa de 10° a 10® mol L™, devido ao processo
de oxidacdo do metal. Por outro lado, a maioria dos estudos em ambientes de
agua doce mostra apenas a toxicidade da nanoprata e nao leva em conta a
presenca de ions Ag* (Griffitt et al. 2008).
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2.2 OBJETIVOS
“ GERAL

Sintetizar e caracterizar amostras de TiO, e AgNP, de modo que possam
ser utilizadas nos testes de avaliacao da atividade bactericida e de ecotoxicidade.

< ESPECIFICOS

» Sintetizar amostras de TiO» nas fases alotrépicas, rutilo e anatase, além da

mistura de ambas;

= Promover tratamento térmico as amostras de TiO, comercial (TiO, P25
DEGUSSA) a fim de obter TiO; na fase rutilo;

» Sintetizar amostras de AgNP (suspensdes contendo nanoprata) utilizando
trés estabilizantes distintos: carboximetil celulose (CMC), alcool polivinilico (PVA)

e citrato de sodio;
= (Caracterizar as amostras de TiO, e AgNP sintetizadas;

= Observar a estabilidade das suspensdes de AgNP sintetizadas no decorrer

de 20 meses apods a sua sintese;

» Realizar a especiacado da prata, ou seja, quantificar a concentragdes de nAg
e Ag" nas suspensoes de AgNP.
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2.3 EXPERIMENTAL
2.3.1 SINTESE DAS AMOSTRAS DE TiO, E AgNP

Todas as solugbes aquosas utilizadas neste trabalho foram preparadas
utilizando &gua ultrapura com resistividade de 18,2 MQcm produzidas por um
deionizador Ultra-Pure Water System Milli-Q Plus (MILLIPORE).

As pesagens foram realizadas em uma balangca analitica AE200
(METTLER) e as pipetas de transferéncia e os balbes volumétricos utilizados

foram devidamente calibrados e aferidos (erro < 0,3%).

REAGENTES DE GRAU ANALITICO PARA A SINTESE DAS AMOSTRAS DE
TiO2

- Tetraisopropéxido de titanio, Ti(OCgH7)4 (Acro Organics);
- 2-propanol, CsH;OH (J.T. Baker, SDS);

- Acido perclérico, HCIO4 (Merck).

SOLUGAO PARA A SINTESE DAS AMOSTRAS DE TiO;

- Solucao de acido perclorico, pH = 1,5: foi preparada adicionando 340,0 mL de

HCIO4 em 1 L de agua ultrapura.
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REAGENTES DE GRAU ANALITICO PARA A SINTESE DAS AMOSTRAS DE
AgNP

- Nitrato de prata, AgNO3 (CRQ);

- Citrato de s6dio, NazCeHs07 (SYNTH);

- Borohidreto de s6dio, NaBH4, (ACROS ORGANICS);
- Alcool polivinilico (PVA), (-CH.CHOH), (CRQ);

- Carboximetilcelulose sédica (CMC), (-CH2CO2H) (SYNTH).

SOLUCOES PARA A SINTESE DAS AMOSTRAS DE AgNP

- Solugdes de nitrato de prata 5,0 x 10° mol L' e 2,5 x 10° mol L™: foram
preparadas dissolvendo 4,3 x 102 g e 2,1 x 102 g de AgNO3, respectivamente, em
50 mL de agua ultrapura e transferidas para recipientes envoltos com papel

aluminio para proteger da luz.

- Solucéo de borohidreto de sédio 2,0 x 10 mol L™': foi preparada dissolvendo 1,1
x 102 g de NaBH4; em 150 mL de &gua ultrapura. Esta solucdo foi utilizada

imediatamente apds o preparo.

- Solucéo de borohidreto de sédio 1,0 x 102 mol L™': foi preparada dissolvendo 3,8

x 10° g de NaBH4 em 10 mL de &gua ultrapura.

- Solucdo de PVA 1% (m/v): foi preparada dissolvendo 1,0 g de PVA em 100 mL
de agua ultrapura.

- Solugédo de CMC 1% (m/v): foi preparada dissolvendo 1,0 g de CMC em 100 mL

de 4gua ultrapura.
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DIVERSOS

- Brometo de potassio, KBr (SYNTH)

- Diéxido de titanio aeroxide P-25, TiO, (DEGUSSA)
- Padrdo AA Ag, 1000 mg L™ (SPECSOL)

- Cloreto de s6dio, NaCl (SYNTH)

2.3.1.1 - SINTESE DAS AMOSTRAS DE TiO;

A sintese das amostras de TiO, obtidas neste trabalho baseou-se no
procedimento descrito por Kormann et. al. (1988) e por Crigan e. al. (2007) , no
qual ocorre a hidrdlise de um alcoxido de titanio, como mostra a equagéo global
deste processo:

TI(C3H70)4 + 2H20 —> T|02 + 4C3H7OH (Equagéo 21)

O tetraisopropodxido de titanio foi misturado com o 2-propanol na proporgéo
de 1: 21 (v/v). Em seguida, esta mistura foi adicionada lentamente a 340 mL de
uma solucao de acido perclérico (pH=1,5) em banho de gelo e sob agitacdo numa
chapa de aquecimento/agitacdo CORNING PC-620. A amostra obtida permaneceu
sob agitagcdo a temperatura ambiente por 3 dias, quando tornou-se limpida.
Posteriormente, foi aquecida em chapa a 60°C para a evaporagao do solvente em
um recipiente refratario para a obtengéo do sol-gel. A calcinagao do p6 obtido foi
realizada em uma mufla FB QUIMICA modelo F2-DMP/R & temperatura de 400 °C
ou a 900 °C por 1 hora com taxa de aquecimento de 30°C por minuto.
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Para obter amostras nas formas cristalinas do TiO», anatase (Anatase-S) e
rutilo (Rutilo-S) foram conduzidas calcinacbes a 400°C e a 900°C,
respectivamente. Outra amostra (M-S) foi obtida pela mistura de Anatase-S e
Rutilo-S na proporcédo de 80: 20 (m/m). As amostras obtidas foram maceradas e

em seguida caracterizadas.

TRATAMENTO TERMICO DO TiO, COMERCIAL AEROXIDE P25 DEGUSSA

Com a finalidade de obter TiO2 na fase rutilo uma massa definida de TiO;
P25 DEGUSSA (chamado neste trabalho de P25), constituido de cerca de 80% da
fase anatase e 20% rutilo foi calcinada (Thompson Jr & Yates 2006). Utilizou-se
uma rampa de aquecimento de 30°C por minuto até obter uma temperatura de
900°C, que foi mantida por 1 hora. O material resultante foi chamado P25*.

2.3.1.2 SINTESE DAS AMOSTRAS DE AgNP

A rota sintética utilizada para obtencao da suspensao de AgNP baseou-se
no trabalho proposto por Lee & Meisel (1982), no qual a reducao de AgNQOs; é feita
com NaBH4 na presenca de um estabilizante. A reacédo global proposta para este

processo € a seguinte:

AgNO3(aq) + NaBH4(aq) — Ag(s) + 12 Hz(g) + Y2 BQHG(aq) + NaNO(g(aq) (Equagéo 22)

Na sintese das amostras de AgNP tanto o estabilizante quanto a razéo
molar [NaBH4J/[AgNOs] podem influenciar ou contribuir para a estabilidade dos
coléides formados, devido as forcas eletrostaticas (Solomon et al. 2007).
Entretanto, com a adicdo de um estabilizante, este forma uma camada na
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superficie das particulas de nanoprata (nAg) estabilizando-as por efeito estérico
(Handy et al. 2008b; Monge et al. 2009).

O tipo de estabilizante e a concentragdo do precursor utilizado na sintese
de nanoparticulas de prata podem influenciar na estabilidade dos colbides
formados (Oliveira 2005; Monge 2009). A alta concentragcao do precursor (AgNQO3)
pode desestabilizar 0 meio e ocasionar aglomeragado das nanoparticulas, além de
gerar alta concentracao de Ag" residual.

Desta maneira, a fim de verificar qual o efeito que a concentracdo do
precursor tem na formagdo do produto desejado, procurou-se determinar a
concentragcao 6tima de AgNOs utilizada na sintese. Foram testados neste trabalho
trés estabilizantes diferentes, PVA, CMC e citrato de sodio, cujas férmulas
estruturais s&o mostradas na Figura 2.3.

. CH,OCH,COONa
3 Na 0] H OH
O OH O Hy H H H
_ _ —C —C— 0
¢
0 0 H H 0
0” © H CH 0
CH,OCH,COONa
Citrato de sodio PVA CMC

Figura 2.3 - Estrutura dos agentes estabilizantes utilizados.

Para obter amostras estaveis contendo nAg na forma esférica, utilizou-se o
AgNOs; como precursor, NaBH; como agente redutor e os estabilizantes
apresentados na Figura 2.3.
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Foram sintetizadas as amostras: Ag-PVA, Ag-CMC, Ag2-PVA, Ag2-CMC e
Ag-citrato e na Tabela 2.1 estao as razées molares [NaBH4])/[AgNQOs] utilizadas na

sintese destas amostras e os estabilizantes testados.

Tabela 2.1 - Razbes molares [NaBH4])/[AgNQOs] utilizadas nas sinteses das
amostras de AgNP.

Estabilizante [NaBH,4)/[AgNOs] Nome da amostra
Citrato de sbdio 1,0 Ag-citrato
1,2 Ag-PVA
PVA
2.4 Ag2-PVA
1,2 Ag-CMC
CMC
2,4 Ag2-CMC

A sintese das amostras Ag-PVA e Ag-CMC, foi realizada misturando-se 25
mL de uma solucédo 5,0 x 10° mol L' de AgNOs a 12,5 mL de PVA 1% ou CMC
1% sob agitacdo e a temperatura ambiente. Em seguida, sob agitacdo constante e
em banho de gelo, adicionou-se 75 mL de uma solugéo 2 x 10° mol L' de NaBHj.
Depois de 20 minutos foi cessada a agitacao e aguardou-se chegar a temperatura
ambiente. O volume final foi completado a 125,0 mL com &agua ultrapura. Para a
sintese das amostras Ag2-PVA e Ag2-CMC, foi seguido o mesmo procedimento,
exceto pela substituicdo do uso da solugdo 5,0 x 10° mol L' de AgNO; por uma
de concentracdo 2,5 x 10° mol L.

Na sintese da amostra Ag-citrato, dissolveu-se inicialmente 4,2 x 10° g de
AgNOs e 7,4 x 10 g de citrato de sédio em 100 mL de agua ultrapura. A esta
solucdo adicionou-se sob vigorosa agitacdo 3 mL de uma solugéo 2,0 x 10° mol L’
! de NaBHj4, sendo a agitagdo mantida por mais 30 segundos.

Apés a sua sintese, as amostras Ag-PVA, Ag-CMC, Ag2-PVA, Ag2-CMC e
Ag-citrato foram caracterizadas quanto a forma, tamanho e estabilidade das
nanoparticulas obtidas. Estas amostras foram utilizadas nos testes de avaliacao
da atividade bactericida das nanoparticulas de prata.
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SINTESE DE NANOPARTICULAS DE PRATA COM DIFERENTES GRAUS DE
AGLOMERACAO

Com o objetivo de obter amostras de AgNP com diferentes graus de
aglomeracdo, foram realizadas sinteses utilizando razdes molares [NaBH,)/
[AgNOs] que variaram de 0,25 a 4,84. O procedimento de sintese consiste na
adicdo de aliquotas de uma solugdo AgNO3; 5,0 x 10° mol L™ a um volume fixo
(150 mL) de uma solucdo de NaBH, 2 x 10 mol L em banho de gelo e sob
agitacao constante. A quantidade de AgNO; adicionada dependera da razao
[NaBH4]/[AgNQOg] utilizada. Em seguida, adicionou-se 10 mL de uma solugdo CMC
1% ou PVA 1%, utilizados como estabilizantes. As amostras obtidas, o
estabilizante utilizado em cada uma delas e a razdo molar [NaBH4]/ [AgNO3]

encontram-se na Tabela 2.2.

Tabela 2.2 - Razbes molares [NaBH4])/[[AgNQOs] utilizadas nas sinteses das
amostras de AgNP.

Identificacao da

Estabilizante [NaBH,4)/[AgNOs]
amostra*
PVA 4,84 6P
CMC 4,84 5C
PVA 1,20 2P
CMC 1,20 4C
CMC 0,48 3C
PVA 0,25 1P

* Os numeros na identificagdo das amostras referem-se a numeragao das mesmas
e as letras (C) e (D) correspondem respectivamente aos estabilizantes, CMC e
PVA utilizados na sintese das suspensdes de AgNP.

As amostras 1P, 2P, 3C, 4C, 5C e 6P foram caracterizadas quanto a forma,

tamanho, grau de agregacao e estabilidade.
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2.3.2 - CARACTERIZACAO DOS NANOMATERIAIS EM ESTUDO

As amostras de TiO, foram caracterizadas quanto ao tamanho, area
superficial e morfologia e as amostras de AgNP foram caracterizadas quanto ao
tamanho e morfologia. Dentre as técnicas de caracterizacdo existentes, utilizou-se
difracdo de raios-X (DRX), microscopia eletrdnica de varredura (MEV) e a
microscopia eletrénica de transmissdao (MET), area superficial especifica pelo
método Brunauer-Emmet-Teller (Sger), espectroscopia no infravermelho (IV),
espectroscopia UV-Vis e espectroscopia de reflectancia difusa na regiao UV-Vis
(ERD UV-Visivel). As amostras soélidas de TiO, foram caracterizadas por IR, DRX,
Seet, ERD UV-Vis e MEV. As amostras de TiO, e AgNP foram caracterizadas por
espectroscopia UV-Visivel, MET e MEV.

2.3.2.1 - ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

Os espectros na regido do infravermelho médio foram obtidos a partir de
pastiihas formadas da mistura do material a ser analisado com KBr numa
proporcado de 1:9 (m/m). O aparelho utilizado foi um espectrofotébmetro FTIR MB
Series MICHELSON e cada espectro foi registrado com 32 varreduras na

resolucdo de 4 cm ™.

2.3.2.2 - ESPECTROSCOPIA UV-VISIVEL

Para a caracterizacao das dispersdes coloidais sintetizadas, foi utilizado um
espectrofotdometro PERKIN HELMER (HP) modelo 8453 que atua na regiao UV-
Visivel. Quando necessario, as amostras foram diluidas com agua ultrapura numa
proporcao de 1:5 (v/v) ou 1:10 (v/v).
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2.3.2.3 - ESPECTROSCOPIA DE REFLECTANCIA DIFUSA NA REGIAO UV-
VISIVEL

A andlise dos soélidos obtidos foi realizada em um espectrofotdmetro
VARIAN, modelo DMS-100, de duplo feixe, sendo utilizado BaSO, como
referéncia. Os espectros de absorbancia foram transformados pelo software do
proprio instrumento na funcdo F (R) utilizando o método Kubelka-Munk (Kortii
1969; Ali et al. 2010).

2.3.2.4 - MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Para a obtencdo das imagens de microscopia eletronica de varredura foi
preparado primeiramente um suporte de latdo, no qual se fixou uma fita de
carbono condutora dupla face (3M™) onde foi feita a dispersdo da amostra. Em
seguida, metalizou-se esta superficie com Au a baixo vacuo em um metalizador
Balzers modelo MED 20. O microscépio eletrénico usado foi um JEOL modelo
JSM-6360LV para as amostras de AgNP e TiO..

2.3.2.5 - DIFRAGAO DE RAIOS-X

Os difratogramas foram obtidos utilizando um difratdmetro de raios-X
SHIMADZU XDR 7000 utilizando uma radiagdo Cu (K + 1,542 A) a uma voltagem
de 40 kV/30 mA numa faixa de 5-80°.

2.3.2.6 - AREA SUPERFICIAL

As medidas de &rea superficial especifica foram realizadas utilizando o
método Brunauer-Emmet-Teller, Sger (ller 1979) de multipontos em um aparelho
ASAP 2010 Micrometrics conectado a um controlador de fluxo. A adsorcao foi feita
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com Nz na temperatura do N liquido. Cerca de 4,0 x 10™ g do material foi tratado
em estufa a 120°C por 24 horas e em seguida encaminhada para o processo de
gaseificacdo a 250°C no instrumento ASAP.

2.3.3 - ESPECIACAO DA PRATA NAS AMOSTRAS DE AgNP

A quantificagdo das concentragdes de nAg e de ions Ag®™ nas amostras de
AgNP sintetizadas foi feita em duas etapas: primeiro a quantificagcdo da prata total
(prata elementar, Ag®) e em seguida a determinacéo dos fons Ag*.

A quantificacdo da prata total foi realizada por espectrometria de emissao
em plasma acoplado indutivamente (ICP-AES), cujas condigbes de operagéo
estdo na Tabela 2.3.

Tabela 2.3 - Condicdes de operagado do instrumento para a determinacao do Ag
total nas amostras de AgNP.

Vazao da amostra (mL min™) 1,00
Poténcia da radio frequéncia (W) 1300
Vazao do plasma de argénio (L min™) 15
Vaz&o do argdnio auxiliar (L min™) 0,50
Vazao de nebulizacdo (L min™) 0,80
Leitura do delay (s) 30
Tempo de integragéo (s) (min. — max.) 1-5
Replicatas 3
Comprimento de onda (nm) Ag |: 328,068
Correcao do background 2 pontos

As medidas analiticas foram feitas em triplicata, e para minimizar o efeito de
matriz das amostras (causado pela presenca dos estabilizantes utilizados na
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sintese das amostras de AgNP) utilizou-se a adigdo de padrdo como método de
calibracao.

Para a construgao da curva analitica, adicionou-se as amostras de AgNP,

incrementos de Ag* (padrdo AAS Ag) na faixa de 18,5 - 92,7 umol L.

A concentragdo dos ions Ag® em cada amostra foi determinada por
potenciometria direta utilizando um pHmetro (Tecnal TEC-2 com sensibilidade + 1,0 mV)
com um eletrodo ion seletivo (EIS) de CuS/ Ag,S acoplado a um eletrodo de
referéncia de dupla juncdo. Como o solvente utilizado na sintese das amostras de
AgNP foi agua ultrapura, ndo foi necessério ajustar a forga ibnica. As medidas
foram realizadas em triplicata e a faixa de trabalho foi de 10® a 10 mol Lde
AgNOQO:s.

Deste modo, além do calculo da % de Ag*, foi possivel obter por diferenca a
concentracado de nAg presente em cada amostra de AgNP.

2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1 - CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS DE TiO, COMERCIAL E
SINTETIZADO

As amostras soélidas de TiO. sintetizadas (Anatase-S, Rutilo-S ¢ M-S) e
comerciais (P25 e P25*) foram caracterizadas quanto a sua composicao quimica,
fase cristalina, morfologia, tamanho de particula, area superficial e propriedades
Opticas.

2.4.1.1 - ESTUDO VIBRACIONAL

Usando a espectroscopia na regiao do infravermelho foi possivel

identificar os grupos funcionais presentes no material (Figura 2.4).
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— P25

— P25*

— M-S
Anatase-S

Transmitancia (%)

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
Numero de Onda (cm'1)

Figura 2.4 - Espectros na regido do infravermelho das amostras de TiO,, exceto
para a amostra Rutilo-S.

Os picos entre 400 e 600 cm™ e entre 680 e 800 cm' indicados na Figura
2.4 sao caracteristicos do estiramento Ti-O-Ti e da presenga da estrutura TiO, (n <
6), respectivamente (lvanova & Harizanova 2001). As absor¢des em torno de 3500
e 1600 cm™' indicam a presenca do estiramento O-H, devido & adsorcdo de agua
na superficie do material (Griffiths & Rochester 1977; Connor et al. 1999).

2.4.1.2 - CRISTALINIDADE, TAMANHO, AREA SUPERFICIAL E MORFOLOGIA

A cristalinidade das amostras de TiO. foi indicada pelos difratogramas de
raios-X (Figura 2.5), os quais mostraram a predominancia da fase anatase ou
rutilo nas amostras Rutilo-S, P25* e Anatase-S.
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Figura 2.5 - Difratogramas de Raios-X para as amostras de TiO,. Formas
cristalinas () Anatase e (¢) Ruitilo.

Na amostra Anatase-S, o plano (101) em 20 = 25° é caracteristico da
estrutura tetragonal do TiO, da fase cristalina anatase (Costa et al. 2006; Crisan
et. al. 2007; Su et al. 2009; Wang et al. 2007). Em Rutilo-S e P25* predomina a
fase cristalina rutilo, como pode ser visto pelo plano de difracdo (110) em 286 = 27°
(Jung & Kim 2010). A mistura de ambas as formas, anatase e rutilo foi encontrada
nas amostras P25 e P25*, conforme indicam os dois planos encontrados.

A percentagem de anatase (f) presente em cada amostra foi calculada, pois
esta fase € mais fotoativa que o rutilo e sera importante para as discussoes
futuras. Logo, a partir dos dados de DRX foram utilizadas as intensidades dos
picos referentes as difracbes caracteristicas de anatase (l4) e rutilo (/g), e
aplicadas a Equacéao 2.3 (Jung & Kim 2010):
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[1 +1.26 ;—”} (Equacéo 2.3)

Além disto, ao utilizar as informacdes dos difratogramas em conjunto com a
equacao de Debye-Scherrer foi possivel estimar o tamanho médio dos cristalitos
de TiO, (Equacao 2.4) (Jung & Kim 2010):

kA (Equacdo 2.4)
= —_— quacao 2.
B-cos@
Onde:
L = tamanho da particula (cristalito);
K = constante cujo valor € 0,9, assumindo que as particulas tém forma esférica;

A = comprimento de onda dos raios-X (1,5406 A para a radiacdo Ka do Cu);

B = largura do pico de difracao (plano 101 para anatase e plano 110 para rutilo)

determinado a meia altura de sua intensidade;
8 = angulo de Bragg referente do pico de difragdo em graus.

A Tabela 2.4 mostra os tamanhos médios dos cristalitos, os valores de
area superficial e a % de anatase e rutilo nas amostras de TiO,. O tamanho dos
cristalitos de cada amostra variou na faixa de 10-27 nm e a area superficial de 9 a
49 m? g"'. As amostras contendo predominantemente a fase anatase (Anatase-S),
mostraram menor tamanho e maior area superficial, comparadas as amostras com
maior quantidade de rutilo na sua composicdo (Rutilo-S e P25%). Isto ocorre
devido a temperatura de sintese das amostras Rutilo-S e P25*, uma vez que, ao
elevar a temperatura de sintese de 400 para 900 °C causa a aglomeracao das
nanoparticulas e com isso, aumento do tamanho do cristalito (Kumar 1995; Li et al.
2004).
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Tabela 2.4 - Valores de % da fase cristalina, tamanho do cristalito e Sget nas
amostras de TiOo.

Tamanho Tamanho Tamanho
% fase do SBET médio de médio dos
Amostras o )
cristalina cristalito particula** aglomerados**
(nm) (m?g™) (nm) (nm)

~ 30% rutilo e
P25 19 49 25 400

70% anatase
24 % rutilo e

M-S 12 49 20 450
76% anatase
~ 1000/0
Anatase-S 10 44 19 330
anatase
Rutilo-S ~ 100% rutilo 27 17 33 400
P25* ~ 100% rutilo 22 9 - -

** Determinados por MET.

As amostras M-S e P25 apresentaram os menores tamanhos de cristalito
(12-19 nm), e maiores valores de area superficial (49 m? g”') em relacdo as

amostras que contém apenas anatase ou rutilo.

As nanoparticulas de TiO»> (11-27 nm) tém a tendéncia de formar
aglomerados porosos com tamanhos médios de aproximadamente 3 a 10 um,

como pode ser observado nas micrografias na Figura 2.6.
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Anatase-S

Figura 2.6 Micrografias das amostras P25, P25*, Rutilo-S, Anatase-S ampliadas
30000x e M-S ampliada 50000x.

Contudo, em suspensdes aquosas que tenham passado pelo processo de
sonicacao por 30 minutos, as nanoparticulas de TiO, podem estar dispersas em
aglomerados menores (Figura 2.7) em relagcao ao material solido.
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Figura. 2.7 Micrografias de MET das amostras de TiO,, exceto para a amostra
P25*.

Deste modo, as micrografias de MET na Figura 2.7 mostraram que
Anatase-S, M-S e P25 apresentaram particulas na faixa 19 a 25 nm, que formam
aglomerados entre 330 e 450 nm (Tabela 2.4). Rutilo-S apresentou aglomerados

na mesma faixa, embora com particulas de aproximadamente 35 nm.

2.4.1.3 - PROPRIEDADES OPTICAS

Os espectros ERD UV-Visivel das amostras TiO, (Figura 2.8) mostraram
que os comprimentos de onda de fotoativacdo destas amostras estiveram entre
376 e 410 nm. As amostras Anatase-S, M-S e P25 apresentaram energia de band
gap na regiao UV, sendo 390, 392 e 376 nm, respectivamente. As amostras rutilo
(Rutilo-S e P25*) apresentaram energia de band gap na regiao visivel em torno de
405 nm. Estes valores estdo de acordo com o do TiOz bulk, mas o deslocamento
para maiores comprimentos de onda estd associado a nanomateriais na faixa de
5-10 nm (Sasaki & Watanabe 1997; Carp et al. 2004).
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Figura 2.8 - Espectros ERD UV-Visivel das amostras de TiOx.

Os valores de Eg das amostras de TiO, foram obtidas utilizando o método
Kubelka-Munk. Assumindo uma transigdo éptica direta, a fungdo [F(R) h v] ? foi
plotada contra v= Eg (eV) (Figura 2.9), e os resultados foram obtidos pela

extrapolacdo, [F(R) h v]? = 0 (Tunc et al. 2010).

De acordo com a Figura 2.9, a amostra de TiO, anatase (Anatase-S)
mostrou valor de band gap (3,02 eV) proximo ao da amostra de rutilo comercial
(Rutilo-S), que apresentou Eg = 3,03 eV. A amostra de rutilo sintetizada (P25*) foi

a que apresentou menor bang gap (2,92 eV).
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Figura 2.9 Espectros de refletancia transformados pelo método Kubelka-Munk
para amostras de TiO..

No entanto, as amostras M-S e P25, mostraram os valores de Eg mais
elevados, respectivamente, 3,14 eV e 3,37 eV. Isto pode ser explicado em termos
da taxa de recombinagdo e/h" causada pela mistura das fases, anatase e rutilo
(Bickley et al. 1991; Zhang et al. 2000; Ohno et al. 2001). Os espectros UV-Visivel
das amostras de TiOp tém sido utilizados para caracterizar e quantificar a
concentracao de TiO; utilizando a absor¢gao em A = 329 nm (Federici et al. 2007).
No entanto, no presente trabalho, os mesmos sao utilizados para identificar e

determinar a regiao de fotoativagdo das amostras de TiO..

Os espectros UV-Visivel das amostras P25 e Anatase-S (Figura 2.10)
apresentam uma banda de absorcao entre 250 e 450 nm, com absor¢cdo maxima
em 329 nm. A amostra M-S mostrou baixa absorcdo nesta regido e P25*
apresentou maior tendéncia de absorcéo na regiao visivel (A = > 400 nm). Rutilo-

S nao apresentou absor¢ao significante.
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Figura 2.10 Espectros de absor¢cado UV-Visivel das amostras de TiO».

2.4.2 - CARACTERIZACAO DAS SUSPENSOES DE AgNP

Todas as amostras de AgNP, Ag-citrato, Ag-PVA, Ag-CMC, Ag2-PVA e
Ag2-CMC sintetizadas segundo os diferentes tipos de agentes estabilizantes
utilizados apresentaram cor amarelada a castanho, como esta ilustrado na Figura
2.11.

Figura 2.11. Amostras de AgNP apés 60 dias de sua sintese (a) Ag-PVA (b) Ag-
CMC (c) Ag-citrato (d) Ag2-PVA (e) Ag2-CMC.
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Para caracterizar as suspensdes de AgNP quanto a forma das nAg obtidas,
utilizou-se a espectroscopia UV-Visivel, que permite a observagcao do fenbmeno
de ressonancia dos plasmon de absorcdo de nanoparticulas metalicas (Noguez
2007). As suspensoes de AgNP sintetizadas (Ag-citrato, Ag-PVA, Ag-CMC, Ag2-
PVA e Ag2-CMC) foram diluidas (1:10) e em seguida resgistrados seus espectros
(Figura 2.12).
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1,2
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0,6
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—— Ag-PVA
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Figura 2.12 - Espectros UV-Visivel para as amostras Ag-PVA, Ag-CMC, Ag-
citrato, Ag2-PVA e Ag2-CMC.
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A presencga dos plasmon de absor¢édo em torno de 400 nm para todas as
amostras de AgNP (Figura 2.12) evidenciam a formacao de Ag nanométrica na
forma esférica nas amostras de AgNP (Noguez 2007; Solomon et al. 2007; Zhang
& Noguez 2008).

2.4.2.1 ESTABILIDADE DAS AMOSTRAS DE AgNP COM NANOPARTICULAS
ESFERICAS

Com o intuito de avaliar a estabilidade das amostras de AgNP a serem
utilizadas nas proximas etapas deste trabalho, foram realizados estudos continuos
envolvendo tais amostras. Em um estudo inicial foram avaliadas as amostras
AgPVA, Ag2PVA, AgCMC e Ag2CMC, sintetizadas em maio de 2008. Para cada
uma destas amostras foram registrados os espectros na regiao UV-visivel ap6s 5
dias e apos 20 meses decorridos da sintese (Figura 2.13) e adicionalmente, para
Ag2PVA e Ag2CMC, foram registrados também os espectros UV-visivel apos 8

meses da sua sintese.

Como observado nas Figuras 2.13A e 2.13D, as amostras AgPVA e
Ag2CMC revelam-se estaveis até 20 meses apds a sua sintese, visto que o
deslocamento e a diferenca na intensidade dos espectros apds este periodo é
minimo. Este comportamento evidencia a predominancia da mesma populagéao de
nanoparticulas na forma esférica, visto que 0s picos possuem quase a mesma

intensidade em torno de 400 nm e a tendéncia a ndo aglomeracao.

A amostra Ag2PVA (Figura 2.13C) apresenta 0 mesmo comportamento até
o oitavo més apds a sua sintese. Passados 20 meses, o0 espectro de menor

intensidade revela que a populagao de nanoparticulas diminuiu.
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Figura 2.13 - Espectros de absor¢cdo UV-Visivel das amostras de AgNP, AgPVA,
Ag2PVA, AgCMC e Ag2CMC, sintetizadas em maio de 2008.

O comportamento da amostra AgCMC (Figura 2.13B) mostra que apés 20
meses a populacdo de nanoparticulas de Ag aumentou consideravelmente. O
deslocamento do maximo de absorbancia de 390 nm para 455 nm indica que as
nanoparticulas podem ndo ser esferas perfeitas, dada possivel tendéncia a

aglomeracao observada (Solomon et al. 2007; Oliveira 2005).
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2.4.2.2 CARACTERIZACAO DAS SUSPENSOES DE AgNP COM DIFERENTES
GRAUS DE AGLOMERAGCAO

O aspecto visual das amostras de nanoprata sintetizadas, 1P, 2P, 3C, 4C e
6P é ilustrado na Figura 2.14. A mudancga de coloracédo é indicio dos diferentes
graus de aglomeragao das nanoparticulas de prata. A mudancga de coloragao das
amostras de AgNP, do amarelo ao cinza indica que as nAg que estavam na forma
esférica (6P) passam a formas mais alongadas (1P) (Solomon et al. 2007)

Figura 2.14 - Aspecto visual das amostras de AgNP sintetizadas. Na ordem da
esquerda para a direita observa-se que o grau de aglomeragao das nAg diminui.

Os espectros de absorcdo UV-Visivel das amostras de AgNP (Figura 2.15)
mostraram picos de absor¢do de ressonancia plasmon em diferentes faixas
espectrais. Este aspecto se deve a presenca de nanoprata em diferentes graus de
aglomeracao. A presenca de uma banda com absor¢gdo maxima entre 400 e 443
nm (Figura 2.15) é indicio da presen¢a de nanoprata na forma esférica, enquanto
outra banda com absorcdo maxima entre 500 e 700 nm sugere a formacéo de
nanoprata alongadas (Aslan et al. 2005).
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Figure 2.15 - Espectros de absorcao UV-Visivel das amostras de AgNP, 1P, 2P,
3C, 4C e 5C e 6P que apresentaram diferentes graus de aglomeracgéao.

De acordo com Aslan et al. (2005), a presengca de duas bandas de
ressonancia plasmon entre 400 e 550 nm sugere a formagédo de nanobastbes. As
bandas de ressonancia com maximo em A ~ 400 nm das amostras, 4C, 5C e 6P
indicam que nestas amostras ha a predominancia de nanoprata esférica. As
micrografias das amostras 5C e 6P (Figura 2.16) evidenciam este comportamento
e as nanoprata dispersas na suspensao aquosa tém tamanho entre 8-16 nm,

como mostra a distribuicdo de tamanho das nanoparticulas da amostra 5C.
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Figura 2.16 - Micrografias de microscopia eletrénica de transmissao das amostras
5C e 6P e a distribuicao de tamanho de particula da amostra 5C.

Por outro lado, as duas bandas de absor¢ao plasmon em 400 e 535 nm da
amostra 2P (Figura 2.15), indicam que as nAg apresentam tendéncia a agregacao
e consequentemente a formacdo de formas alongadas destas nanoparticulas,

como indicado na Figura 2.17.
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Figura 2.17 - Micrografias de microscopia eletronica de transmissdo da amostra
2P nas escalas de 200nm e 50 nm.

Dentre as amostras de AgNP sintetizadas com diferentes graus de
aglomeracdo, a amostra 1P tem maior tendéncia a aglomeragéo das nAg, por
apresentar um pico de ressonancia por volta de 400 nm e uma banda de absorcao
acima de 600 nm. Isto é confirmado através das imagens de transmisséo
eletrébnica (Figura 2.18) da amostra, que apresenta nAg aglomeradas, nAg
esféricas dispersas na suspensao (representadas pelos pontos mais claros), além
de nAg que constituem pequenos agrupamentos isolados (Figura 2.18A). Estes
pequenos agrupamentos, constituidos de nAg de tamanhos diferentes bem como

0s agregados maiores estéo indicados nas Figura 2.18B e C, respectivamente.
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SR .

Figura 2.18 - Micrografias de microscopia eletrdnica de transmissdo da amostra
1P nas escalas de 200, 100 e 50 nm.

A tendéncia a aglomeracdo observada nas amostras 1P e 2P, ocorreu
devido a desestabilizacdo do meio reacional, causado por dois fatores: o tipo de
estabilizante utilizado e a mudanca da carga superficial das nanoparticulas. Neste
caso, o excesso de precursor (AgNOj3) adicionado promoveu um excesso de
cargas positivas (Ag*) na superficie das nanoparticulas e tanto os ions BHs e o
PVA nao foram eficientes em promover a estabilizacdo eletrostatica e estérica,
levando ao processo de aglomeracado das nAg (Hand et al. 2008). Desta maneira,
foi possivel utilizar o agente precursor (AgNO3) como reagente limitante para a
producédo de nAg de tamanho e formas diferentes.
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2.4.3 - ESPECIACAO DA PRATA NAS AMOSTRAS DE AgNP
2.4.3.1 - QUANTIFICACAO DA PRATA TOTAL

As amostras de AgNP sintetizadas neste trabalho apresentaram
concentracdo de prata total na faixa de 26,2 a 318,0 mg L™ e as determinacdes

tiveram coeficiente de variacdo (CV) na faixa de 0,1 a 7,1 % (Tabela 2.5).

Tabela 2.5 - Resultados da determinacdo da concentracdo de Ag total nas
amostras de AgNP sintetizadas.

Amostras  [Ag]rota (Mg L) R? Desvio padrao CV (%)
6P 30,5 0,97 +0,04 0,1
5C 20,2 0,91 +0,2 0,6
2P 114,3 0,98 +1,0 0,9
4C 103,6 0,97 +0,8 0,8
3C 228,3 0,95 +1,1 0,5
1P 318,0 0,98 +8,2 2,6
Ag-PVA 103,6 0,99 + 14,4 7.1
Ag2-PVA 45,3 0,97 +0,5 1,0
Ag-CMC 112,4 0,99 +3,0 2,4
Ag2-CMC 59,2 0,99 +0,3 0,4

R? : Coeficiente de correlacao; [Ag]row: Concentracdo de prata total nas amostras
de AgNP; CV: Coeficiente de variacdo. Para cada amostra foram feitas trés
réplicas (n=3).
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2.4.3.2 - QUANTIFICACAO DOS iONS Ag*

Para determinar a concentragdo dos ions Ag* nas amostras de AgNP foi
necessario validar o método potenciométrico utilizado. Na Figura 2.19 encontra-se
a curva analitica construida com os padroes de Ag* nas concentragdes de 10" a
102 mol L™ (1,079x107°-1,079x10° mg L ™).

500
®
400
¢
300
> ¢
£ 200
100
®
0 AR ————
0 2 4 6 8 10 12
pAg (mol L)

Figura 2.19 Curva analitica para a determinacao de Ag" utilizando potenciometria
direta. Nesta curva foram considerados os valores médios das respostas em mV
para cada padrao de Ag® utilizado.

De acordo com as respostas potenciométricas (mV) para cada
concentragdo de Ag™ utilizada (Figura 2.17), foram calculados o limite de detecgdo
(LD) e o limite de quantificacao (LQ) do método (Skoog et al. 2006). Os valores de

LD e LQ sao respectivamente, 10%e 10° mol L™ (0,11 e 1,1 mg L™).

Deste modo, utilizou-se a curva analitica com faixa de concentracao de 10

a10®mol L (1,1 a 1079 mg L) como observado na Figura 2.20. Foi utilizada a
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equacao da reta, y =-117,3 (+ 1,0) x + 695,4 (x 9,9) com R2 = 0,9798 (+ 0,0019),
construida com os valores medios de potencial (mV).

500 y =-115,7x +682,4
R2=0,9817
400 y=-117,3x + 6954
Rz2=0,9779
300 y=-117,6x +701,8
S R2= 10,9797
= 200
100
0
0 1 2 3 4 5 6 7
p Ag (mol L)

Figura 2.20 - Curva analitica para a determinacdo de Ag" utilizando
potenciometria direta.

A concentragdo de Ag® nas amostras de AgNP variou entre 0,15 a 153,87
mg L7 e o CV médio para estas determinagdes foi aproximadamente 6 %. Na
Tabela 2.6 estdo as concentracées e a % de Ag®, além da concentragdo de

nanoparticulas de prata determinada em cada amostra de AgNP.

De acordo com a Tabela 2.6, as amostras sintetizadas em maio de 2008
(Ag-PVA, Ag2-PVA, Ag-CMC e Ag2-CMC) apresentaram baixa concentracao de
Ag* remanescente da sua sintese ou proveniente da oxidacdo da amostra. Os
baixos valores de Ag® encontrados nestas amostras indicam a alta estabilidade
das mesmas, uma vez que a especiacao foi realizada 20 meses apdés a realizacao

de sua sintese.

68



Capitulo 2 — Sintese e caracterizacdo das amostras de TiO»e AgQNP--------------

Tabela 2.6 - Resultados da determinacdo da concentragdo de nAg e Ag® nas
amostras de AgNP sintetizadas.

Amostras [Ag*] (mg L") [nAg](mgL™) % Ag*
6P 0,2 30,4 0,6
5C 0,2 26,0 0,7
2P 3,5 110,8 3,1
4C 11,9 91,7 11,5
3C 107,9 120,4 47,3
1P 153,9 164,2 48,4
Ag-PVA 0,2 77.3 0,2
Ag2-PVA 0,9 44 4 2,0
Ag-CMC <LD 112,3 -
Ag2-CMC <LD 80,2 -

Por outro lado, observando a concentracdo de Ag* (Figura 2.21) nas
amostras de AgNP nota-se que as amostras que apresentaram maior tendéncia a
aglomeracdo, 1P e 3C sdo as que exibem maior porcentagem de ions Ag",
respectivamente, 47,3 e 48,4%.
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350 + *0,25
300 -
250 -
200 -
150 -

100
*4,84 »
50 - 4,84

*1,20 *1,
1,20 2 [Ag+]

® nAg

Concentracao Ag o (Mg L")

Figura 2.21 - Especiacdo da prata nas amostras de AgNP. * Valores das razdes
molares utilizadas na sintese das nAg.

Observando a distribuicdo de Ag™ nas amostras de AgNP (Figura 2.19) e
comparando com a razao molar [NaBH4])/[AgNQOs], utilizada na sintese de cada
amostra, nota-se que a concentracdo de Ag* remanescente foi dependente desta
e nao do estabilizante adotado. Desta forma, as amostras 6P e 5C sintetizadas
com a maior razado [NaBH4]/ [AgNOg] (4,84), sdo constituidas de nanoparticulas de
prata esféricas. Este mesmo comportamento foi observado para Ag-PVA
sintetizada com razao de 2,4 e para Ag2-PVA, 2P e 4C sintetizadas com a menor
razdo (1,20). No entanto, deste grupo de amostras, 4C apresentou tendéncia a

aglomeracdo, como mostra a porcentagem de ions Ag* na amostra.

Parte das amostras de TiO, e AgNP sintetizadas e caracterizadas nesta
etapa do trabalho foram utilizadas na avaliacdo da atividade bactericida e nos
testes ecotoxicolégicos, conforme descrito na Tabela 2.7.
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Tabela 2.7 Amostras de TiO> e AgNP utilizadas na avaliacdo da atividade

bactericida e nos testes ecotoxicoldgicos.

Amostras e Organismo Teste
concentracoes P
V. fischeri D. similis E. coli
testadas subcapitata

Ag-PVA, Ag2-PVA,

1P, 2P, 3C, 4C, 1P, 2P, 3C, 1P, 2P, 3C,
Ag-CMC e Ag2-CMC

AgNP 5C ,6P e AgNO; 6P e AgNO3; 6P e AgNO3 P
5 5 (0,04a0,8mgL")
(0,21 a 82,1 (1x10” a (1x10” a1 )
; p p p Ag-citrato
mg L") 1x10" mg L") mg L")

(0,5a4,3mg L™

P25, P25*, Anatase-S,
TiO, Rutilo S e M-S -
(1a100mg L™

P25 e P25*
(1 a100mgL™

2.5 - CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos nesta etapa do trabalho, foi possivel
sintetizar amostras de AgNP e TiO, contendo nanoparticulas, segundo as rotas
sintéticas adotadas. Foram sintetizadas amostras de TiO2 nas formas anatase,
rutilo, bem como, amostras compostas pela mistura de ambas. As amostras em p6
de TiO, apresentaram o éxido com tamanho de cristalitos na faixa de 10-27 nm,
que formaram agregados entre 3 e 10 um. Todavia, as suspensdes destas
amostras, utilizadas nos estudos ecotoxicolégicos, apresentaram TiO, com
tamanho médio entre 19 e 25 nm, que formaram aglomerados de 330 a 450 nm.

Na sintese das amostras de nanoprata, observou-se que qualquer um dos
trés estabilizantes testados (PVA, CMC ou citrato de sodio) foram eficientes na
estabilizacao (por um periodo de até 20 meses) das nAg presentes nas amostras.
O tamanho das nanoparticulas nas suspensdes contendo apenas nanoprata

esféricas nao foi maior do que 20 nm. Também foram obtidas amostras com
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diferentes graus de aglomeracao, contendo uma mistura de nAg esféricas e de

formas aglomeradas.

A quantificacdo das concentragdes de prata total e Ag* nas amostras de

AgNP foi realizada com sucesso utilizando potenciometria direta e ICP-AES.
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PARTE I

AVALIACAO DA ATIVIDADE
BACTERICIDA DAS AMOSTRAS DE

TiO, E AgNP
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CAPITULO 3

3. AVALIACAO DA ATIVIDADE BACTERICIDA DAS AMOSTRAS
DE TiO, E AgNP

3.1 - INTRODUCAO

Nos ultimos anos vem sendo comum encontrar produtos que utilizam
nanoparticulas antibacterianas, tais como a nanoprata (Fortner et al.2005) e o
TiO,. Neste contexto, varios estudos tém investigado a propriedade bactericida
destes nanomateriais. O TiO, por sua vez, também tem sido bastante utilizado em
processos de desinfecgdo, devido as suas propriedades fotocataliticas (Baker et
al. 2005; Monge 2009; Paschoalino 2006; Panacek et al. 2006; Morones et al.
2005; Shrivastava et al. 2007; Sondi & Salopek-Sondi 2004).

As bactérias sdo micro organismos procarioticos, ou seja, desprovidos de
nucleo celular e com forma muito simples, esféricas, cilindricas ou espirais. Seu
didmetro ou largura varia geralmente de 0,5 a 1 mm e por apresentarem alta
relagdo area superficial/tamanho, possuem uma alta taxa metabdlica e de
crescimento. Para a E. coli, por exemplo, sob condi¢des otimizadas, o tempo de
divisao celular se d4 em aproximadamente 20 minutos, enquanto que células de
mamiferos manipuladas no laboratério levam de 13 a 24 horas para realizar este

processo (Pelczar et al.1997).

A reproducao bacteriana se da por um processo chamado fissao binaria, no
qual a célula se divide em duas e ap6s um determinado periodo de incubagao no
meio de cultura adequado, é gerada uma nova célula, e assim sucessivamente por
progressdao geométrica. Este processo depende das condigbes ambientais, como
temperatura, agitacdo e pH (~7,0) do meio de cultivo, por isso é tdo importante o
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controle destas condicdes a fim de se obter um crescimento satisfatério. O
crescimento bacteriano ocorre em quatro fases distintas: a fase lag, a fase
logaritmica (log) ou exponencial, a fase estaciondria e a fase de declinio ou morte,

como ilustram a Figura 3.1.

CURVA DE CRESCIMENTO
(EM SISTEMAS FECHADOS)
Lag ;:Lag Estacionaria Declinio
E
"ﬁ_
@
o
B
=11
&1
o
Tempe (L)

Figura 3.1 - Fases de crescimento bacteriano. Fonte: Pelczar et al. (1997).

Como observado na Figura 3.1, na fase lag ndo ha um crescimento
bacteriano expressivo no tempo, consistindo no seu periodo de adaptacdo no
meio de cultivo, e hd um aumento do tamanho celular, o que indica que a divisao
esta préxima. Na fase logaritmica ocorre o crescimento rapido e maximo das
bactérias viaveis. A fase estacionaria corresponde ao periodo de esgotamento de
nutrientes, e a taxa de crescimento é equivalente a taxa de morte, devido a
liberagdo de substancias toxicas intracelulares. Ja na fase de declinio ou morte, o
namero de bactérias viaveis decresce exponencialmente, ou seja, é o inverso da
fase log (Pelczar et al.1997).

O crescimento bacteriano pode ser mensurado através de varios métodos,
tais como a contagem em placas, contagem microscépica, contagem celular
eletrbnica, turbidez ou produtos metabdlitos. Dependendo do género e espécie da
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bactéria utilizada como bioindicador de toxicidade, pode-se monitorar a resposta
em termos, por exemplo, da producao de trifosfato de adenosina (ATP), inibicao

da luminescéncia, bem como pela respiracao bacteriana (Farah 2001).

3.1.1 - Testes utilizando E. coli

A bactéria E. coli € muito utilizada em ensaios toxicoldgicos porque constitui
um organismo de facil manipulacao e reproducao, além de ser abundante em um
ecossistema. Segundo Pelczar Jr. et al. (2005): “As bacterias, em particular a E.
coli, sdo consideradas essenciais para a pesquisa biolégica, porque elas fornecem

indicios para as caracteristicas metabdlicas e genéticas em geral’.

A E. coli (Figura 3.2) € uma bactéria Gram-negativa (possuem parede
celular externa mais fina (10 a 15 nm), o que facilita o transporte de nutrientes)
anaerdbia facultativa, presentes no intestino do homem ou animais de sangue

quente, que fermentam a lactose com producao de gas.

Membrana -/
celular

Figura 3.2 - llustracao da bactéria E. coli. Fonte:
http://www.glogster.com/media/3/14/24/60/14246098.jpg
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O meio de cultivo (ou de cultura) no qual a E. coli se reproduz € simples e
constituido basicamente de glicose como fonte de energia e de carbono, fosfato
de aménio e potassio, como tampao e fontes de ions essenciais, tendo a agua

como solvente (Pelczar et al. 1997).

Dentre os ensaios de toxicidade que utilizam a bactéria E. coli encontra-se
o ensaio respirométrico (Bitton & Dutka 1986), no qual monitora-se a concentracéo
de CO, produzida pela bactéria. Desta forma, na presenca de um agente
estressor, € possivel correlacionar a inibicdo do crescimento bacteriano com a
diminuigcdo da producédo de CO,. A concentracdo de CO, neste caso pode ser
medida por potenciometria (Dorward & Barisas 1984; Farah 2001), bem como
através de um sistema por analise de injecao em fluxo (FIA), FIA/Condutimetro,
como fizeram Jardim et al. (1990), que correlacionaram o crescimento bacteriano
no tempo com a concentragcdo de CO,. Desta forma, esses outros, puderam
propor um sistema para a determinacdo da toxicidade aguda para inumeras
substancias, como o antibiético Bactrin, os metais, Cu, Cd, Ni e Hg, além de

sedimentos de sistemas aquaticos poluidos (rio Tieté e lago da UNICAMP).

Desde entdo, o sistema FIA/Condutimétrico vem sendo utilizado para a
determinacdo da toxicidade aguda de metais (Jardim et al 1993), de
combustiveis, de antibiéticos e a avaliacdo dos produtos da degradacdo de
compostos aromaticos clorados utilizando TiO, (Jardim et al. 1997).

No trabalho realizado em 1993 por Guimarédes & Jardim, comparou-se a
toxicidade aguda dos combustiveis, etanol, metanol e gasolina em separado e
misturados, frente a E. coli, a fim de obter respostas sobre seus efeitos sinérgicos,
0s quais, se mostraram relevantes no contexto da toxicidade dos combustiveis

investigados.

Este sistema FIA/ Condutimétrico mostra-se bastante versatil quanto ao tipo
de bactéria utilizada. Um exemplo disto foi o trabalho realizador por Gimenez em
(1994) que, além da E. coli foram utilizaram outras bactérias, como
Staphylococcus aureus, Salmonella choleraesuis e Enterococcus faecalis com a
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finalidade de propor um protocolo que resultasse em respostas rapidas (maximo
de 8 horas) na analise da sensibilidade de antibi6ticos, outros produtos
farmacéuticos e o potencial toxico de bactericidas de uso doméstico, hospitalar e
industrial. Os resultados desta pesquisa indicaram que o método utilizando tal
sistema, é rapido, seguro e de baixo custo para avaliar a sensibilidade de
antibiéticos, bem como determinar a atividade bactericida dos desinfetantes
testados.

Farah, (2003) prop6s um teste agudo de toxicidade utilizando as bactérias
Klebsiella oxytoca e E. coli a fim de comparar as respectivas sensibilidades frente
a diferentes agentes estressores, dentre esses, fons metalicos de Hg*?, Cd*? e
Cu*?, bem como o antibiético tetraciclina e detergentes hospitalares. Os resultados
demonstraram maior resisténcia da E. coli em relacdo aos ions metalicos do que a

K. oxytoca.

Até o momento, ndo ha relatos na literatura da aplicacao do sistema FIA/
Condutimétrico para a avaliagao da atividade bactericida de nanomaterias, embora
haja muitos estudos utilizando E. coli como organismo teste, sendo a contagem
em placas (Silva et al. 2005) o método mais comum para verificar o seu

crescimento.

3.2 - OBJETIVOS
% GERAL

Avaliar a atividade bactericida das amostras de TiO» e AgNP e desta forma,
verificar se as mesmas correspondem aos padrdes descritos na literatura e que
apresentam atividade bactericida.
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< ESPECIFICOS

= Utilizar o sistema FIA/Condutimétrico para observar o efeito bactericida dos
NM testados;

» Avaliar a atividade bactericida das amostras de TiO, (P25 e P25*) e das
amostras de AgNP, Ag-citrato, Ag-PVA, Ag-CMC, Ag2-PVA e Ag2-CMC,

utilizando E. coli como organismo teste;

» Utilizar a radiacdo UV-A durante o teste com E. coli para avaliar o efeito

bactericida do TiO, fotoativo.

3.3- EXPERIMENTAL

3.3.1 - TESTE EMPREGADO PARA AVALIAR A ATIVIDADE BACTERICIDA
DAS AMOSTRAS DE TiO, E DAS SUSPENSOES DE AgNP

A inibicao do crescimento da E.coli foi observada pelo ensaio respirométrico
que utiliza um sistema FIA/condutimétrico. O método baseado na andlise de
injecdo em fluxo com a detecgdo condutimétrica de CO, tem sido bastante
utilizado para a determinacdo da inibicdo da respiracdo da bactéria E. coli
(Guimaraes 1995; Jardim et al. 1993; Gimenez 1994), pois mede a concentracao
de CO, produzido e permite acompanhar o crescimento bacteriano no tempo. Este
método caracteriza-se como um ensaio respirométrico para determinacdo da

toxicidade de substancias deletérias a bactérias.

O sistema FIA/Condutimétrico para a determinacdo de CO: foi inicialmente
proposto por Jardim et al. (1990) e tem como principio basico o equilibrio quimico
entre as espécies carbonicas, HCO3 zq € COs% (ag (Equagdo 3.1). O meio &cido
sera favoravel a formacédo de CO, e H,O e estando o CO, em meio aquoso,
formara HCOg', e desta forma o aumento da condutancia do fluxo monitorado sera

proporcional a concentracao de CO, presente na amostra.
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S HS +CO-

.
<H (ag) 3(aq)

(aq)

co

2(aq)

+H,0 < H,CO

3(aq)

+ HCO;,

3(aq)

(Equacao 3.1)

As etapas envolvidas na execug&o do ensaio respirométrico sdo:
a) escolha do organismo teste;

b) preparacdo do meio de cultura que € a fonte de nutrientes para

bactéria;
c) inoculacdo da E. coli;

d) obtencdo da populacédo ideal para o inicio e execucdo do ensaio
utilizando o sistema FIA/ Condutimétrico.

a) Escolha do organismo teste

Por apresentar alto rendimento de sintese, facilidade no cultivo, baixa
patogenicidade, além de proporcionar alta producdo de CO,, a E. coli tem sido
amplamente utilizada em testes de toxicidade (Bitton e Dutka 1986; Jardim et al.
1993; Jardim et al.1990). Desta forma, a E. coli foi a bactéria escolhida para a
realizacdo dos ensaios de respirometria. Utilizou-se neste trabalho a E. coli
fornecida pela Fundacao Tropical de Pesquisa e Tecnologia “André Tosello”,
Campinas/SP, Cepa (ATCC25922/CCT1457). Para obter um rendimento maior da
cepa adquirida, optou-se por trabalhar com a cultura de E. coli liofilizada, em meio
Agar nutriente.
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b) Preparacao do meio de cultura estéril

O meio de cultura para o crescimento das bactérias foi preparado pela
mistura de duas solugdes, denominadas aqui como solucdo A e solucédo B. A
solucéo A foi preparada pela dissolucédo de 3,50 g de KH2POy4, 1,50 g de KoHPOy,
0,50 g de (NH4)2S0O4, 0,25 g de acido citrico e 0,059 de MgSO4, em 400 mL de
agua ultra pura, e o pH final desta solucao foi ajustado para 7,2 com solucao de
NaOH 4 mol L™ e levada & fervura em um micro-ondas ELETROLUX ME 185 para
a sua esterilizagdo. A solucdo B foi preparada dissolvendo 10,0 g de glicose em
100 mL de agua desionizada e esterilizada da mesma forma que a solugdo A.
Ainda a uma temperatura média de 90 °C, a solugéo B foi adicionada a solugéo A
vagarosamente. Esta mistura foi chamada, meio de cultura estéril (MCE), sendo
deixada em repouso até atingir a temperatura ambiente, para a futura inoculagéao
da E. coli.

c¢) Inoculacao da E. coli

Trés indculos da cultura de E. coli (ATCC25922) foram feitos com auxilio de
uma haste de platina esterilizada em chama do bico de Bunsen, em
aproximadamente 50 mL do MCE presente em frasco de vidro estéril. O in6culo foi
mantido em banho termostatizado FANEM 100 a 37°C por 12 horas e a indicacao

de crescimento se deu pelo turvamento do meio (suspensao de bactéria).

d) Obtencao da populacao ideal de E.coli para inicio do ensaio

Depois de decorrido o tempo de incubagdo da E. coli, uma aliquota da
suspensao bacteriana foi adicionada a cerca de 150,0 mL de MCE, sendo deixado
no banho termostatizado, a 37 °C, e em intervalos de 5 minutos foi medida a
absorbancia no comprimento de onda igual a 550 nm, em um espectrofotdmetro
JENWAY 6405 UV/Visivel. De acordo com a escala de McFarland (Murray et al.
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1995), uma absorbancia em torno de 0,05 u. a. significa uma populagdo média
bacteriana de 10° a 108 UFC mL™". Este valor em absorbancia, corresponde a uma
concentracdo média de 2 a 5 mg L' CO, quando foi iniciado o ensaio
respirométrico. Esta suspensado bacteriana foi entdo denominada de indculo
estoque.

e) Execucao do ensaio utilizando o sistema FIA/Condutimétrico

Para este ensaio, foram confeccionados frascos padronizados de quartzo
com didmetro interno de 2,30 cm e aproximadamente 13,50 cm de altura e
capacidade volumétrica em torno de 30 mL. O numero de amostras utilizadas no
ensaio foi limitado pelo tamanho do banho termostatizado que comporta 8 frascos
de quartzo (Figura 3.3), dos quais 4 frascos sao destinados as amostras, 2 para os

controles inicial (Ci) e final (Cf), 1 para a tetraciclina e outro para o branco.

Figura 3.3 - Tubos de quartzo e a sua disposi¢ao dentro do banho termostatizado.
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No frasco de cada amostra foi inserido 25,0 mL da suspenséo bacteriana
com absorbancia em torno de 0,05 U.A (10° a 108 UFC mL") e as diferentes
concentracdes dos agentes estressores. Os controles Ci e Cf sdo constituidos
apenas da suspensdo bacteriana (10° a 108 UFC mL™). Como se estabeleceu
leituras de CO» a cada 20 ou 30 minutos, a leitura do Ci foi realizada sempre no
inicio de cada intervalo de tempo estabelecido e apds terem sido lidos o branco,
as amostras e a tetraciclina foi feita a leitura do Cf.

O uso dos dois controles (Ci e Cf) é necessario, pois, para cada tempo
fixado para a leitura, entre a medida do primeiro e do ultimo frasco de anadlise
decorrem cerca de 10 minutos e dado o crescimento exponencial da E. coli no
tempo é importante acompanhar o seu crescimento nas amostras entre estes dois
controles. O antibiético tetraciclina na concentracdo de 0,5 mg L™ foi utilizado com
o intuito de observar a repetibilidade e a reprodutibilidade dos ensaios, uma vez
que este medicamento é toxico a E. coli. Desta maneira, apresentando uma
porcentagem de inibigdo respirométrica alta para os ensaios realizados garante-se
que a cultura bacteriana esta respondendo adequadamente ao agente estressor
aplicado. O branco é constituido apenas do MCE.

Todos os frascos foram mantidos no banho termostatizado a 37° C e o
monitoramento dos sinais de condutividade foi realizado a cada 20 ou 30 minutos.
O tempo total de andlise se deu entre 120 e 180 minutos e dependeu da
concentracdo maxima de CO; atingida pelos controles (Ci e Cf) dada pela curva
de calibracao utilizada. Neste caso a faixa de concentracao varioude 3a 72 mg L
'. Vale destacar que foram feitas leituras dos padrées de CO> no inicio e no final
do ensaio, a fim de se obter uma curva de calibracdo que refletisse as condigdes
experimentais durante todo o periodo de ensaio.
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3.3.1.1 - PARAMETROS MEDIDOS NO TESTE
3.3.1.2 - QUANTIFICACAO DA CONCENTRACAO DE CO,

Para a quantificacdo da concentracdo de CO. pelo sistema FIA foi
construida uma curva analitica e, para cada padrdo, a condutividade é
proporcional a concentragdo de CO,. Na construcdo da curva analitica foram
utilizados padrdes na faixa de concentracdo de 3 a 72 mg L™, preparados a partir
de uma solugcdo estoque de Na,COs; 1000 mg L. Utilizando os valores da
condutividade de cada padrao, foi construido o grafico da concentracdo de CO;
em mg L™ em funcéo do sinal de condutividade.

O modelo exponencial (Farah 2001; Guimardes1995) de calibracao

utilizada € expresso pela Equagéao 3.2:
Y = AX® (Equacéo 3.2)

Y é a intensidade do sinal de condutividade; X a concentracdo de CO,; A e B sédo

0s parametros ajustaveis.

Quando este modelo é linearizado, é obtida a expressdo matematica

representada pela Equacéao 3.3:
NY=InA+BInX (Equacao 3.3)

Como ja dito anteriormente, a leitura dos padrées de CO. foi registrada no

inicio e no final do ensaio, com medidas em duplicata.

3.3.1.3 - CALCULO DO TEMPO DE DUPLICAGAO (Tp)

O célculo do tempo de duplicacdo (tp) da populacdo de bactérias foi
determinado de acordo com a Equacao 3.4 (Von Sperling 1996):

In [C{ / [Co] = kt (Equacdo 3.4)
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C: é a concentragdo do CO, (mg L) da amostra em um tempo qualquer; Co
é a concentragdo de CO, do MCE no inicio de cada teste; k (min) é uma
constante relacionada com o crescimento bacteriano; t € o tempo expresso em

minutos.

O tp serd aquele no qual a concentragcdo C; for igual a duas vezes a
concentracao inicial Co. Desta forma, a Equacéo 6.5 pode ser escrita como segue:

In (2) = kip (Equacao 3.5)

Desta forma, (In2)/k fornece o tempo de duplicagdo da biomassa bacteriana
(em minutos) nas condi¢cdes experimentais utilizadas, e para o calculo do tp €
necessaria a identificacao da fase log do crescimento no grafico que representa a

curva de crescimento bacteriano (Figura 3.1).

3.3.1.4 - CALCULO DA CONCENTRACAO EFETIVA (CE)

A CE50 é obtida do grafico da porcentagem de inibicao pela concentracao
do agente téxico em um determinado tempo. A Equacdo 3.6 apresenta a

expresséao utilizada no célculo da concentragdo efetiva:
CE=[(C-A)/C]x100 % (Equacao 3.6)

Onde: C é a diferenca da concentragao final e inicial de CO, do controle; A, a

diferenga da concentragéao final e inicial do CO, da amostra.

Entretanto, para obter o valor da ECsy, é preciso que os pontos sobre o
grafico da CE pela concentracdo do composto avaliado se aproximem de uma
curva ou reta, de forma que seja possivel a realizacado de um ajuste matematico,
semelhante ao processo de obtencado da concentracao de CO..
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3.3.2 - AMOSTRAS DE TiO2 E AgNP TESTADAS

Foram utilizadas as amostras de TiO, P25 (anatase) e P25*(rutilo) nas
concentragdes de 1, 50, 500 e 1000 mg L. Estas foram preparadas a partir de
uma suspensdo estoque de 2000 mg L, que foi submetida a 30 minutos de
sonicagdao em um ultrassom BRANSON 2210 para desagregacgao das particulas.

As amostras de AgNP, Ag-PVA, Ag2-PVA, Ag-CMC e Ag2-CMC foram
testadas na faixa de concentracdo de 0,04 a 0,8 mg L. J4 a amostra Ag-citrato
foi testada na faixa de concentragcédo de 0,5 a 4,3 mg L 1. Estas concentragoes
foram calculadas em termos da concentracdo de nAg e ndo em relagdo a prata

total, uma vez que a concentragdo de ions Ag* nas mesmas nao foi significativa.

3.3.3 - ADAPTACAO NO SISTEMA FIA/CONDUTIMETRICO PARA EXPLORAR
A FOTOATIVIDADE DAS NANOPARTICULAS DE TiO,

Para avaliar a atividade bactericida da P25 frente a E. coli foram elaborados
experimentos em trés situacbes distintas: (a) sob radiacao UV-A (A varia entre
315-400 nm) emitida por uma lampada fluorescente de luz negra com poténcia de
8 W, cuja intensidade da radiacdo variou de 0,08 e 0,20 m W cm %; (b) sob
radiacao UV-Visivel (A variam entre 200-800 nm) emitida por uma lampada de
vapor de mercurio com poténcia de 150 W e (c¢) sem irradiacdo (no escuro). As
condi¢bes de irradiacdo foram aplicadas as amostras, ao MCE e a tetraciclina,
presentes no banho termostatizado.

A Figura 3.4 ilustra o sistema montado no banho termostatizado para
reproduzir as trés situagdes (iluminagdo com radiacdo UV-Visivel; com radiacdo
UV-A e no escuro) e a disposicéao dos frascos, que foi organizada de modo que a
radiacao emitida fosse constante para todos. Foi montada primeiramente em uma
caixa de madeira a instalagao elétrica da lampada UV-A de 8W (Figura 3.4B). A
lampada UV-A foi introduzida no banho termostatizado, o qual continha os tubos
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de quartzo (Figura 3.4A). Para gerar a condigdo de escuro, colocou-se a caixa
sem a lampada sobre o banho termostatizado, contendo as amostras.

LampadailVA=

rd
g \
F 5 \
” L \
-

Figura 3.4 - Banho termostatizado contendo A) tubos de quartzo e a sua
disposicdo dentro do banho B) sistema de iluminacdo e a lampada UV-A
introduzida no banho termostatizado.

Dependendo da intensidade da radiagdo utilizada no ensaio, trocou-se o
tubo de quartzo de parede unica (Figura 3.5A) pelo de parede dupla que permitia
resfriamento (Figura 3.5B). A fonte de radiacao UV-Visivel utilizada, a lampada de
vapor de mercurio 150 W, gera uma alta quantidade de calor, e por este motivo,
preferiu-se utilizar o tubo de quartzo de parede dupla que permitia o resfriamento

com agua.

88



Capitulo 3— Avaliacdo da atividade bactericida das amostras de TiO» e AGQNP -------

Figura 3.5 - Detalhes dos tubos de quartzo (A) de parede unica e (B) de parede
dupla utilizados nos ensaios com iluminagao.

Ao término do ensaio, os materiais contaminados com 0s micro organismos
utilizados foram deixados de molho com 4gua sanitaria e em seguida lavados com

agua e detergente, finalizando com agua destilada.

3.4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1- AVALIACAO DA CAPACIDADE BACTERICIDA DAS AMOSTRAS DE
AgNP

Testes preliminares foram realizados com a amostra Ag-citrato para avaliar
o desempenho do sistema FIA/Condutimétrico. O mesmo foi otimizado quanto ao
tempo de duracdo do teste e a sensibilidade da cepa de E. coli (ATCC
25922/CCT1457) as concentracdes de nAg utilizadas.

A amostra Ag-citrato € composta por nano esferas de Ag e tem uma
distribuicdo média de particulas em torno de 8nm (Figura 3.6).
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Figura 3.6 - Micrografia de MET das particulas esféricas de Ag-citrato. (A)
Dispersdao das nanoparticulas de prata e (B) distribuicio de tamanho destas
nanoparticulas.

No ensaio respirométrico de 120 minutos, foram utilizadas as
concentracdes de 0,5 a 4,3 mg L' de Ag-citrato no indculo contendo E. Coli.
Observou-se o comprometimento do seu crescimento independente da
concentracdo aplicada, uma vez que a concentracdo de CO, manteve-se
praticamente estavel durante todo o ensaio (Figura 3.7).
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Figura 3.7 - Crescimento da E. Coli em suspensdes contendo diferentes
concentracdes de nanoparticulas de Ag-citrato.
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Estes resultados estao de acordo com os obtidos por Pal et al. (2007), que
comparou o efeito da forma da nanoparticula de prata sobre a E. Coli. Os autores
observaram que concentragbes por volta de 50 pg 100 mL" (0,5 mg L) de
nanoprata sintetizada de modo semelhante a rota usada neste trabalho, inibiram
completamente o crescimento da E. Coli.

Contudo, o estudo realizado por Shrivastava et al. (2007), mostrou que a
inibicdo completa do crescimento da E. Coli por nanoparticulas de prata
sintetizada por outra rota se deu em uma concentragdo maior, de 25 pg mL" (25

mg L'1).

Apos a otimizagao do sistema FIA/ condutimétrico, ensaios com a E. coli
foram conduzidos com as amostras de nanoprata sintetizadas utilizando diferentes
diferentes estabilizantes (PVA e CMC) e razées molares ([NaBH4]/[AgNQO3)) : Ag-
PVA, Ag-CMC, Ag2-PVA e Ag2-CMC. A faixa de concentracao utilizada variou
entre 0,04 ¢ 0,8 mg L.

Os resultados obtidos a cerca das concentragdes nas quais ndao ocorreu
inibicdo (ou inibicdo minima), bem como, a maxima inibicdo da respiracao
bacteriana, encontram-se na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 - Informacdes sobre as amostras utilizadas nos ensaios com E. coli e

resultados das concentragbes que causam ou nao inibicdo da respiragéo
bacteriana.

Concentracao de nAg em que ocorre minima e maxima

Amostra inibicdo da respiracao bacteriana (mg L™)
% Minima* % Maxima**
Ag-PVA 0,04 0,2
Ag2-PVA 0,04 0,2
Ag-CMC 0,06 0,3
Ag2-CMC 0,08 0,8

* Concentracao que inibe em média 8,7 % para todas as amostras.
** Concentracdo que inibe 97,8 + 3,6 % para as amostras que usam PVA como
estabilizante e 98,1 + 1,6 % para as que utilizam CMC.
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De acordo com a Tabela 3.1 e a Figura 3.8 indicam n&o ocorreu inibicao
significativa no crescimento da E. coli que na faixa de concentragéo de 0,04 a 0,08

mg L para as amostras testadas.

1004 [ 4 g ]
—e— Tetraciclina 0,05 mg L™

_ 804 Ag-CMC 0,06 mg L 1

- ~v— Ag2-CMC 0,08 mg L"

g 601/ —«— Ag-PVA0,04 mg L"
—_, ~» Ag2-PVA 0,04 mg L
8 401 —e—Cf
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Tempo (min)

Figura 3.8 - Crescimento da E. coli medido em fun¢éo da sua respiracdo em 180

(x 20) minutos de ensaio.

No entanto, utilizando concentracdes cerca de 10 vezes maior (0,2 a 0,8 mg
L"), observou-se uma inibicdo em torno de 100% da respiragdo bacteriana
(Tabela 3.1 e Figura 3.9).
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Figura 3.9 - Crescimento da E. coli medido em fungéo da sua respiracdo em 180
(x 20) minutos de ensaio.

Estes valores de concentragbes nas quais ocorre a maxima inibicdo da
respiracdo bacteriana estdo préximos aqueles encontrados por Pal et al. 2007,
cujo trabalho mostrou que a toxicidade de nAg esféricas nao ultrapassou 0,5 mg L
! para a E.coli (ATCC 10536). Isto indica que o método utilizado (sistema
FIA/Condutimétrico) para a observagao da atividade bactericida de um NM como a
nanoprata pode ser aplicado na determinagdo das concentragbes toxicas do

mesmo, bem como no acompanhamento da cinética da respiragao bacteriana.

Ao observar a inibicdo total da respiracdo bacteriana para as amostras
sintetizadas com PVA (Ag-PVA e Ag2-PVA) comparadas com as sintetizadas com
CMC (Ag-CMC e Ag2-CMC), nota-se que Ag-PVA e Ag2-PVA foram ligeiramente
mais toxicas do que Ag-CMC e Ag2-CMC. Este comportamento pode ser atribuido
ao tamanho das nanoparticulas presentes.

O tamanho das nanoparticulas pode causar danos diretos a membrana
celular bacteriana pela sua penetracao. Por outro lado, o meio de cultura pode
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gerar desestabilizacdo das nAg e favorecer processos de agregacdo e

aglomeracao, bem como oxidagdo da mesma, liberando ions Ag*.

Os espectros da Figura 3.10A mostram que nas amostras Ag-PVA e Ag2-
PVA ha a presenca majoritaria de nanoprata esférica, indicada pelo maximo de
absorbancia em 400 nm. J4 as amostras Ag-CMC e Ag2-CMC (Figura 3.10B)
apresentaram deslocamento da banda de ressonancia plasmon para maiores
comprimentos de onda, respectivamente, 454 e 422nm, demonstrando a

tendéncia a agregacgao das nAg esféricas.
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Figura 3.10 - Espectros UV-Visivel para as amostras A) Ag-PVA e Ag2-PVA B)
Ag-CMC e Ag2-CMC registrados na época dos ensaios realizados com a E. coli.
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Desta forma, particulas de nanoprata potencialmente maiores seriam
menos tdéxicas. Esta tendéncia concorda com o resultado obtido por Martinez-
Castanon et al. (2008), no qual nanoparticulas de prata esferoidais de 7 nm e 89
nm apresentaram toxicidade & E. coli respectivamente a 6,25 e 13,02 mg L.

Em todos os ensaios com E. coli realizados neste trabalho, a tetraciclina
0,05 mg L™ mostrou uma variagao da inibicido da respiracdo bacteriana em torno
de 58,6 = 5,8 %, indicando uma boa reprodutibilidade dos ensaios de toxicidade

quanto as condi¢des de execugao.

Devido a dificuldades na execucgao dos testes relacionadas a utilizacao de
concentragdes dentro da faixa de trabalho (0,04 a 0,8 mg L") n&o foi possivel
determinar o tempo de duplicacdo e o CE50.para as substancias testadas. Desta
forma, foram observadas apenas as concentracbes de minima e maxima inibigéo
da E. coli.

3.4.2 TOXICIDADE DOS COMPONENTES UTILIZADOS NA SINTESE DAS
AMOSTRAS DE AgNP

A fim de observar se os componentes das suspensbdes de AgNP séo os
responsaveis pela toxicidade apresentada a E. coli, investigou-se a matriz destas
amostras. Nos ensaios de toxicidade utilizaram-se os estabilizantes empregados
na sintese das nanoprata, CMC 1% e PVA 1% nas mesmas concentracbes que
foram conduzidos os ensaios com as suspensdes de AgNP. Para nenhuma das
concentracdes estudadas, as substancias PVA 1% e CMC 1% apresentaram
inibicdo significativa (< 20%) da respiragcao bacteriana.

Além dos estabilizantes, estudou-se a toxicidade do precursor, AgNO3 na
faixa de concentracdo de 0,068 a 27 mg L. A determinacéo da toxicidade do fon
Ag* é importante para avaliar se devido ao meio de cultura ocorre o processo de
oxidacao da nAg, e assim poder inferir sobre 0 mecanismo ja conhecido de
interagdo dos ions Ag” com a E. coli,. Neste mecanismo, os ions atravessam a
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membrana celular causando lesdes no DNA da célula, afetando o seu processo de
replicagdo e inibindo seu crescimento (Liu & Hurt 2010; Badaway et al. 2010;
Pelczar et al. 1997; Pal et al. 2007).

A E. coli utilizada neste trabalho apresentou inibicdo significativa da
respiracao (99,4t 0,5%) a uma concentragéo de 0,07 mg L' de Ag*. E importante
destacar que na avaliacdo da toxicidade do AgNOgs, também ha variacdes na
concentracao deletéria ao utilizar uma mesma espécie bacteriana. Esta pode
variar entre 8 e 80 mg L ', segundo Chopra et al. (2007), que avaliou a resposta
da bactéria patogénica Staphylococus aureus. Ja para a E.coli a concentracao
toxica do AgNO; pode ser bem menor, cerca de 1 mgL™, o que depende da cepa e

do tipo de ensaio conduzido (Pal et al. 2007).

3.4.3 AVALIACAO DA CAPACIDADE BACTERICIDA DAS AMOSTRAS DE
TiO;

Muitos trabalhos tém explorado a atividade fotocatalitica do TiO» pelo uso
da radiagdo UV, com o objetivo de inativar ou exterminar ua populagdo bacteriana
em um determinado meio. O éxido pode ser aplicado na forma de filmes, dopado
com outros compostos, ou como suspensdes de TiO,, cujas concentragcdes variam
geralmente em torno de 500 a 2000 mg L™ (Rincén e Pulgarin 2003; Shrivastava
et al. 2007; Pal et al. 2007).

Por este motivo, nos testes realizados neste trabalho que envolveu a
inibicdo da E. coli e utilizando TiO, como catalisador, optou-se por trabalhar com
concentracées de TiO», na faixa de 1 a 1000 mg L. Foi utilizado o sistema

FIA/Condutimétrico para acompanhar o crescimento da populacéo bacteriana.

Inicialmente, comparou-se o efeito da concentracdo de P25 (1 e 50 mg L)
sob radiacdo UV-A sobre o crescimento da E. coli. Como fonte de radiagdo UV-foi
utilizada uma lampada de luz negra de 6 W de poténcia com intensidade de 0,08
mW cm 2 em A = 365 nm
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Observou-se que o crescimento da E. coliem 150£30 minutos de ensaio na
amostra P25 nas concentragdes de 1 e 50 mg L' se igualou ao crescimento que
dos controles (Figura 3.11), indicando que n&o ocorreu uma inibicao bacteriana
significativa.

40 T T T T T T T
354 4
—u— Ci
30 - - A J
—e— Tetraciclina 0,05 mg L
- 25 P251mg L" i
(=]
E o] v P2550mgL" ]
% —<— Cf
S 154 ]
10 - -
54 -
0- J

0 20 40 60 80 100 120 140
Tempo de ensaio (min)

Figura 3.11 - Crescimento da E. coli em funcédo da concentracdo da amostra P25
(1 e 50 mg L™"). Onde: Ci= controle inicial e Cf= controle final.

No entanto, mantendo a mesma condicdo de radiacdo e aumentando a
concentragdo de TiO, (500 e 1000 mg L), observou-se um crescimento menor da
populacado bacteriana das amostras quando comparadas ao controle (Figura 3.12).
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Figura 3.12 - Crescimento da E. coli em fungédo da concentracdo da amostra P25

(500 e 1000 mg L™"). Onde: Ci= controle inicial e Cf= controle final.

Nota-se que, ao aumentar a concentracdo de P25 de 50 até 1000 vezes a

concentragdo inicial aplicada de 1 mg L, cresce a porcentagem da inibicao

bacteriana (Tabela 3.2), embora de maneira nao significativa.

Tabela 3.2 - Valores de porcentagem de inibicdo na respiragdo da E. coli para o

P25, sob radiacdo UV-A de 6 W e intensidade de radiacéo de 0,08 mW cm 2.

Porcentagem de inbicao no

Concentragéo de P25 (mg L") crescimento da E. coli (%)

1 11
50 10
500 35
1000 31

Este aumento ndo obedeceu a uma correlagcdo, uma vez que passando de

uma concentracdo de 500 a 1000 mg L' de P25, ndo ocorreu aumento
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significativo na porcentagem de inibicdo da E. coli. Este fator pode estar
relacionado ao maior espalhamento de luz maior, causado pela concentragdo do
TiOs.

Para observar os principais efeitos na porcentagem de inibicdo no
crescimento da E. coli, foram realizados dois ensaios, variando a intensidade da
radiacdo UV-A utilizando P25 nas concentragdes de 500 e 1000 mg L. Observou-
se que, ao utilizar a radiacdo UV-A com menor intensidade (0,08 m W c¢cm 3, a
porcentagem de inibicdo da E. coli diminuiu com o aumento da concentracao de
P25 (Figura 3.13). Esta mesma tendéncia foi observada para a intensidade maior
(0,2 mW cm '2), embora desta vez mais pronunciado, pois o valor de inibicao
passou de 55% a 11% nos testes com 500 e 1000 mg L™, respectivamente.

60

50 -

40 <

30 1 a P25500mg L
P25 1000 mg L™
20 - |

% Inibigao da E.coli

10 -

0,08 0,2

Intensidade daradiagao UV (m W cm?)

Figura 3.13 - Valores de % Inibicdo da respiracao da E. coli frente ao P25 nas
concentracdes de 500 e 1000 mg L, sob intensidade da radiacdo UV-A de0,08 e
0,2 mW cm 2.

Uma explicagao para estes resultados seria a sedimentagéo do TiO2 na

parte inferior dos frascos de analise. O fato de ndo estar em suspenséo, dificultaria
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o processo de fotoativacdo, de tal maneira que nao afetou o crescimento

bacteriano a alta concentracao de TiO..

A fim de confirmar a relacdo entre 0 aumento da porcentagem de inibicao
da respiracdo e o crescimento da E. coli em relagdo a fotoatividade do TiO,,
comparou-se os resultados obtidos utilizando 500 e 1000 mg L'de P25 com
radiacdo UV de intensidade 0,2 mW cm 2 e na condicdo sem luz, ou seja, no
escuro. Neste ensaio utilizou-se também a amostra de P25* além da P25 nas
mesmas concentragdes e condigdes, a fim de comparar o efeito na inibicdo
bacteriana devido a fase cristalina do TiO,, uma vez que, espera-se que a P25

seja mais fotoativa em relagéo a P25*.

50 - ® Radiagao UV
= Escuro

40

30

20 -
10 | . .

P25500 P251000 P25*500 P25*1000

% Inibicao da E. coli

Amostras nas concentracoes de 500 a 1000 mg

Figura 3.14 - Valores de % Inibicdo da E. coli utilizando as amostras P25 e P25*
nas concentragdes de 500 e 1000 mg L™, sob radiagcao UV-A de intensidade 0,2

mW cm e no escuro.

Como esperado, os resultados da Figura 3.14 revelam que n&o ocorreu
uma significativa inibicdo da respiracdo bacteriana da amostra de P25*

independente da sua concentracdo, e da radiacdo incidida (UV-A) ou sem
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radiacdo (no escuro). Comparando o comportamento da amostra P25 sob a
radiacao UV-A e no escuro, nota-se que esta exposicao na intensidade utilizada é

crucial para o aumento da inibicao da populacao bacteriana.

Com o objetivo de padronizar a concentracao efetiva em que se tem a
inativacao de cerca de 50% da populagdo bacteriana no tempo de ensaio foram
realizados testes preliminares com radiacdao UV-Visivel mais intensa do que a

utilizada anteriormente nos testes com radiagao UV-A.

Sabendo que a total inativacdo da E. coli é dependente da foativacao do
TiOz-anatase, e esta depende dentre outros fatores, da intensidade da radiacéo
utilizada, utilizou-se uma lampada de vapor de mercurio. Foram testadas amostras
de P25 nas concentracdes de 1 e 50 mg L™ irradiadas com fétons UV-Visivel (A =

250-800 nm), cujo espectro da fonte encontra-se ilustrado na Figura 3.15.

4000 -

3000 -

2000 -

1000 -

Intensidade (u.a.)

B e N

100 200 300 400 500 600 700 800 900
Comprimento de Onda (nm)

0 -

Figura 3.15 - Espectro de emissao da lampada de vapor de mercurio de 150 W de
poténcia.

Os resultados nao foram satisfatérios devido a forte intensidade da lampada

utilizada, o que afetou diretamente a execugdo do ensaio respirométrico. Desta
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forma, nao foi possivel estabelecer uma cinética de crescimento entre os controles
inicial e final. Como observado na Figura 3.16, as concentragcdes de CO, dos
controles e das amostras, incluindo a tetraciclina, variaram praticamente da
mesma forma durante o ensaio, o que impossibilitou a determinacéo da inibigado do
crescimento da E. coliem relagcao aos controles inicial e final.

Nao foram testadas outras condi¢des de radiacao nos ensaios envolvendo
TiO, e E.coli, pois os resultados de inibicdo com a radiacdo UV-A geraram
informacgdes relevantes sobre a atividade bactericida das amostras de TiO,, P25 e

P25* testadas nesta etapa do trabalho.

84| —=—cCi -
—e— Tetraciclina 0,05 mg L™
] P25 1mg L"
7 4| —v—P2550mg L" -
| —¢&ct

[CO,] mg L™
i

2+
-25 0 25 50 75 100 125 150

Tempo (min)

Figura 3.16 - Crescimento da E. coli em funcdo da concentracdo de TiO, e
iluminacdo com a lampada de vapor de mercurio. Onde: Ci = controle inicial e Cf =
controle final.
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3.5 CONCLUSOES

De acordo com os resultados de toxicidade obtidos, é possivel afirmar que
o sistema FIA/Condutimétrico foi utilizado com sucesso na avaliacdo da atividade
bactericida dos NM estudados, TiO, e AgNP.

Os resultados encontrados para as amostras de TiO, e AgNP testadas
correspondem a padrées aos padroes observados na literatura. A saber, as
amostras AQCMC e Ag2CMC, foram tdxicas a E. coli nas concentragdes de 0,3 e

0,8 mg L™, respectivamente. AQPVA e Ag2PVA foram téxicas a 0,2 mg L.

A diferenga de toxicidade entre as amostras de AQCMC e Ag2CMC em
relagdo as amostras AgPVA e Ag2PVA foi atribuida a tendéncia da formacao de
nanoprata com tamanho de particula maior em AgCMC e Ag2CMC, o que foi

indicado pelos espectros de absorgdo UV-Visivel destas amostras.

Nao foi observada a interferéncia dos estabilizantes, CMC e PVA na
toxicidade. O AgNO;, para apresentou inibicdo significativa da respiragao
bacteriana (99,4+ 0,5%) a uma concentragdo de 0,07mg L. Desta forma, o Ag* foi
mais téxico a E. coli do que as amostras de AgNP testadas. Além disto, a baixa
concentracdo de ions Ag* nestas amostras apontou que o efeito causado a E.coli

foi devido as nanoparticulas de prata e ndo ao ion Ag™.

Na avaliacdo da atividade bactericida do TiO,, apenas a amostra P25 na
concentracdo de 1000 mg L' e sob radiacdo UV-A apresentou toxicidade
moderada a E. coli, sendo a porcentagem de inibicdo da respiracdo bacteriana de
55%.
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PARTE IV

ECOTOXICIDADE DAS AMOSTRAS

DE TiO, E AgNP
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CAPITULO 4

4. AVALIACAO DA ECOTOXICIDADE DAS AMOSTRAS DE TiO, E
AgNP

4.1 - INTRODUCAO

A crescente producdo e uso de produtos que utilizam nanomateriais
manufaturados (NM) tem levado ao potencial aporte destes nos comportimentos
ambientais, principalmente nos corpos aquaticos. Neste contexto, estudos
ecotoxicolégicos com o intuito de avaliar o potencial toxico dos mais diversos NM
tornam-se uma necessidade. Estes estudos irdo dar suporte a elaboracdo de
legislacdo adequada que regule os seus niveis aceitaveis nos corpos hidricos
(agua e sedimento), no solo e no ar, garantindo a protecdo do ambiente e da

saude humana.

A analise das respostas ecotoxicolégicas em conjunto com a observagao
das caracteristicas fisico-quimicas do NM estudado auxilia na compreenséo dos
fenbmenos de interacdo destes com micro e macro organismos dos ecossistemas
terrestres e aquaticos. Este conjunto de informagdes tem como objetivo principal
compreender a biodisponibilidade do NM ao longo da cadeia alimentar e assim
auxiliar a formulagcéo de estratégias que possibilitem seu uso seguro e sustentavel
(Velzeboer et al. 2008; Warheit et al. 2007; Handy et al. 2008a)

A avaliacao da ecotoxicidade de um NM requer uma observacao cuidadosa
dos protocolos existentes, uma vez que ha diferencas nas propriedades fisicas e
quimicas entre um mesmo composto constituindo de um material massivo (do
inglés bulk) e este mesmo composto na escala nanométrica. Este cuidado é
importante, pois evita conclusbes equivocadas sobre o potencial téxico de um
determinado NM (Paschoalino et al. 2010). Além disto, a estabilidade das
nanoparticulas, decorrente dos constituintes do meio de cultivo do organismo teste
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é relevantes no processos de agregacao/aglomeracao, bem como no estado redox
que influencia diretamente a ecotoxicidade de um NM (Farré et al. 2009; Griffitt et
al. 2008; Handy et al. 2008b).

4.1.1 - TESTES DE ECOTOXICIDADE

Os testes de ecotoxicidade tém como principal objetivo determinar o
quando um agente estressor € responsavel por efeitos deletérios a um
determinado organismo teste. O potencial téxico de uma substéncia depende
principalmente das suas caracteristicas fisico-quimicas tais como solubilidade e
estabilidade, da dose aplicada, da sua biodisponibilidade, bem como, da sua

capacidade bioacumulativa

Nos estudos de ecotoxicidade podem ser utilizados varios organismos de
taxonomia e niveis tréficos distintos, como por exemplo, bactérias, algas,
moluscos, crustaceos e peixes, 0s quais sdo expostos ao agente toxico aplicado
(Farah 2001). Os testes agudos tém curta duracdo e sdao mais simples, dando
respostas rapidas. J& os ensaios crénicos sdo aplicados, na maioria das vezes,
quando ndo se destaca a toxicidade aguda. Os mesmos sao de longa duracao e
mais trabalhosos, pois requerem acompanhamento constante. A resposta de
testes agudos é dada através de parametros bioldgicos, tais como, mortalidade e
crescimento. Os testes cronicos avaliam muitas vezes a reproducédo e mudanga de
comportamento dos organismos envolvidos nos ensaios. Através das respostas
obtidas sao determinados estatisticamente os valores que representam a
ecotoxicidade de uma determinada substancia.

Para testes agudos as respostas sdo geralmente expressas como DESO,
DL 50, CE50 e CL50. A DE50 e DL50 correspondem, respectivamente, as doses
efetiva e letal que afetam 50% da populacédo exposta e a sua resposta varia entre
espécies, dependendo das condigdes experimentais. Para a exposicdo a
compostos inalaveis, de absor¢do dérmica ou que estejam no ambiente aquatico
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utilizam-se as concentracoes efetiva e letal (CE 50 e CL50), respectivamente, que
afetam 50% dos organismos envolvidos no estudo (Azevedo & Chasin 2003).

Para estudos crbnicos, nos quais se observa o efeito subletal de uma
substancia téxica, as respostas sdo expressas em termos do NOAEL (do inglés
No Observed Adverse Effect Level) que corresponde a concentragdo maxima na
qual nenhum efeito adverso é observado nos organismos. A menor concentracao
qgue provoca efeito observavel no organismo é designada, LOAEL (do inglés Low
Observed Adverse Effect Level) (Azevedo & Chasin 2003). Assim como os testes
toxicoldgicos, os testes de ecotoxicidade séo aplicados para avaliar a qualidade de
efluentes industriais e aguas superficiais e intersticiais de sedimentos e solos, de
novos produtos langcados no mercado (Farah 2001), bem como, o efeito sinérgico

ou antagonico de misturas de compostos.

A escolha de um organismo teste para ser utilizado em um ensaio
ecotoxicolégico baseia-se nas suas caracteristicas fisiolégicas e bioquimicas,
facilidade de manuntencao de sua cultura em laboratério e nas suas condicoes de
sobrevivéncia (habitat). Neste sentido, recomenda-se que nos estudos de
ecotoxicidade aquatica sejam contemplados organismos de diferentes niveis
troficos: decompositores (bactérias), produtores (algas) e consumidores primarios
(microcrustaceos). Devido a reproducéao rapida, simplicidade e sensibilidade, estes
organismos sao mais utilizados nos ensaios de ecotoxicidade quando comparados
a organismos de nivel trofico superior como consumidores secundarios (peixes)
(Farah 2001; Azevedo & Chasin 2003).

A ecotoxicidade de NM de carbono como fulereno e nanotubos, 6xidos
metalicos (CuO, ZnO e TiOy) e metais (Ag e Fe), bem como, de pontos quéanticos
(CdS) tem sido avaliada em varios estudos que envolvem organismos aquaticos.
Na avaliagdo dos seus efeitos toxicos letais e subletais tém sido utilizados tanto
organismos de agua doce como o0 microcrustaceo Daphnia magna, a alga P.
Subcapitata e o anfipodo, Hyalella azteca, bem como, organimos marinhos como o
cocépode Amphiascus tenuiremis e a bactéria Vibrio fischeri. Além destes, estao
sendo empregadas varias espécies de peixes, tais como, Pimephales promelas,
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Oryzias latipes e Zebrafish (Farré et al. 2009; Aruoja et al. 2009; Fabrega et al.
2011).

Neste contexto, Aruoja et al. (2009), observou que na avaliacdo da
ecotoxicidade de Oxidos metalicos em escala nano e utilizando
Pseudokirchneriella subcapitata, o nZnO foi cerca de 18 vezes mais toxico que o
nCuO e cerca de 146 vezes mais téxico que o nTiO,. Por outro lado, no trabalho
realizado por Heinlann et al. (2008) para a Daphnia magna, nZnO e nCuO
apresentaram toxicidade similar e um LC50 igual a 3,2 mg L'. Para o
Thamnocephalus platyurus e para o V. fischeri o nZnO foi mais téxico que o nCuO.
Ja o nTiO2 ndo foi toxico para nenhum dos organismos testados a uma

concentragdo de 20 g L.

Os estudos realizados nesta area mostram que o tamanho e a forma dos
NM, bem como, o seu grau de aglomeragdo podem influenciar nas respostas
toxicas observadas. Velzeboer et al. (2008) observaram que a toxicidade a alga,
bactéria, crustaceo e enzimas do solo diminuia com o grau de agregacao das
nanoparticulas de nZnOz, nAl>Os, nTiO2, NCeO2 e nanotubos de carbono testadas.
Griffitt et al. (2008) mostraram que os sais de prata, niquel, cobre, cobalto e
aluminio sdao mais toxicos que as respectivas nanoparticulas para peixes,
daphnias e algas. Além disto, o tipo de dispersdo adotada para NM de carbono,
insolUveis em agua, também pode influenciar na sua resposta toéxica (Farré et al.
2009; Zhu et al. 2009; Zhu et al. 2010).

4.2 - OBJETIVOS
% GERAL

Avaliar a ecotoxicidade das suspensdes contendo nanoparticulas de Ag e
das amotras de TiO. utilizando organismos teste representantes da biota aquatica

como bactéria, microcrustaceo e alga.
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< ESPECIFICOS

= Avaliar a ecotoxicidade das amostras de TiO, P25, P25*, M-S, Anatase-S e

Rutilo-S frente ao Vibrio fischeri e a Daphnia similis;

= Adaptar o protocolo estabelecido para testes de ecotoxicidade com D.
similis incorporando as radiacdes UV-A e Visivel durante o periodo do teste para

avaliar a fotoatividade das amostras de TiOo;

» Avaliar a ecotoxicidade das amostras de AgNP, 1P, 2P, 3C e 6P frente a
Pseudokirchneriella subcapitata e a D. similis, bem como das amotras de AgNP,
1P, 2P, 3C, 4C, 5C, e 6P frente ao V. fischeri;

» Avaliar a influéncia da agua de cultivo da P. subcapitata e da D. similis na
estabilidade das suspensodes de AgNP, bem como, sobre a toxicidade observada;

= Avaliar a influéncia da solucdo de NaCl 22% utilizada no teste com o
V.fischeri na estabilidade das suspensdes de AgNP, bem como sobre a toxicidade

observada;

» Avaliar se os estabilizantes utilizados na sintese das suspensdes de AgNP
influenciam na a toxicidade apresentada a P. subcapitata e a D. similis e ao V.
fischerr,

» Avaliar se o grau de aglomeracdo das nAg influencia na a toxicidade
apresentada a P. subcapitata e a D. similis e ao V. fischeri.

4.3 - EXPERIMENTAL
4.3.1 - AMOSTRAS DE TiO, E AgNP TESTADAS

Nos testes com D. similis e V. fischeri foram utilizadas as amostras de TiO»
P25, P25*, Anatase-S e Rutilo-S nas concentracdes de 1, 5, 10, 20, 50, 70 e 100
mg L. Estas solugdes foram preparadas a partir de uma solugéo estoque de 1000
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mg L™ de cada uma das amostras de TiO,, que foi submetida & sonificacdo em um
ultrassom BRANSON 2210 durante 30 minutos.

Na avaliacdo da ecotoxicidade das suspensdes de AgNP utilizando V.
fischeri utilizou-se a suspensdao bruta de cada amostra, ou seja, com a
concentragdo de prata total referente a amostra sintetizada. Para os organismos
teste P. subcapitata e D. similis foram preparadas solugdes estoque a partir das
amostras brutas e em seguida as solu¢des padrao. Em todas as dilui¢des utilizou-

se como solvente o préprio meio de cultivo do organismo teste.

As faixas de concentracdes testadas, bem como as amostras utilizadas
para cada organismo teste encontram-se na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Concentragbes de suspensdes de AgNP utilizadas nos testes
ecotoxicolégicos.

Amostras e Organismo Teste
concentracoes
testadas V. fischeri D. similis P. subcapitata
1P, 2P, 3C, 4C, 1P, 2P, 3C,6P ¢ 1P, 2P, 3C,
AgNP 5C ,6P e AgNO; AgNO; 6P e AgNO;

(0,21-821mgL")  (1x105%-1x10"mgL")  (1x10% 1 mgL™")

4.4.2 ESTUDO DA INFLUENCIA DO MEIO DE CULTIVO DOS ORGANISMOS
TESTE SOBRE AS SUSPENSOES DE AgNP

Nanoparticulas de prata em suspensdo podem sofrer processos de
agregacao ou oxidagdo devido a fatores como mudanga da forga ibnica do meio e
concentracao de espécies oxigenadas (Handy et al. 2008a; 2008b). Além disto, os
fons Ag* presentes na superficie da nanoparticulas, bem como, aqueles

112



Capitulo 4- Ecotoxicidade das amostras de TiO2 @ AQNP ------=----m-mmmoommmmeeeeo-

provenientes do seu processo de oxidacdo, podem se ligar a espécies quimicas
presentes no ambiente aquatico. Exemplos classicos de ligagcdes de Ag™ com ions
sulfeto, sulfato, cloreto e com a matéria organica dissolvida foram largamente
estudados (Hogstrand & Wood 1998). Tais interagbes explicam muitas vezes os
mecanismos de biodisponibilidade e bioacumulagao dos ions Ag® em ambientes
aquaticos, constituindo a base para estudos de ecotoxicidade de nanoparticulas
de prata.

Sob esta o6tica, foi realizado neste trabalho um estudo sobre a influéncia dos
componentes das aguas de cultivo da D. similis e da P.subcapitata (Tabela 4.2)

sobre as nanoparticulas testadas.

Tabela 4.2 - Composicdes da agua de cultivo da P. subcapitata (ABNT 2005) e da
D. similis (CETESB L5.018/1994).

P. subcapitata D. similis
Solucao Composicao Corz::‘(;n:_r_?)g ao Composicao Corz::nzn:_r_?)g ao
1 Ca(NO3).4H,0 40 CaS04.2H.0 1,5
2 KNO; 100 KCI 0,2
3 MgS0,.7H.0 30 MgS0O,.7H,0 12,2
4 K:HPO, 40 NaHCO; 9,2
CUSO4.5HQO 15
(NH4)6MO,0,4.4H,0 30
ZnS04.7H20 30
5 COCL,.6H,0 30
Mn(NO3)..4H,0O 30
H3CsHgO- 30
H;BO; 30
CgHsFeO7.5H,0 1,625
6 FeS0,4.7H,0 0,625
FeCls.6H,O 0,625
7 NaHCO; 15

113



Capitulo 4- Ecotoxicidade das amostras de TiO2 @ AQNP ------=----m-mmmoommmmeeeeo-

Foi montado um experimento simulando as condi¢cdes dos testes de
toxicidade, sem utilizar os organismos testes. Para cada amostra de AgNP foi
preparada uma solugdo na maior concentracao utilizada no teste de toxicidade,
utilizando a agua de cultivo do organismo teste como solvente. Foi esperado o
tempo de incubacéao, 72 h para a P.subcapitata e 48 h para a D. similis.

Logo apds foram registrados os espectros de absorcdo UV-Visivel de cada
amostra e as mudangas nas bandas de ressonancia plasmon foram associadas a

possiveis processos de desestabilizagdo das nAg.

Este mesmo procedimento foi realizado para o V. fischeri, contudo, foi
avaliado o efeito do NaCl 22% (para o ajuste osmético em amostras de agua
doce) sobre a estabilidade das nanoparticulas de prata.

4.3.3 TOXICIDADE DOS COMPONENTES UTILIZADOS NA SINTESE DAS
SUSPENSOES DE AgNP

Para verificar se os estabilizantes utilizados na sintese das suspensodes de
AgNP sdo toxicos aos organismos teste utilizados neste trabalho, solucbées de
CMC 1% e PVA 1% foram testadas.

4.3.4 - ENSAIO UTILIZANDO A BACTERIA MARINHA V. fischeri

Este organismo € uma bactéria luminescente, anteriormente conhecida
como Photobacterium phosphoreum, gram-negativa, anaerdbia facultativa que em
condigdes ambientais favoraveis emitem luz naturalmente. A V. fischeri (Figura
4.1) ocupa varios nichos em seu habitat natural como as aguas naturais salinas
onde predominem o clima, temperado ou subtropical (Azevedo & Chasin 2003;
Pelczar et al. 2007). Esta bactéria € predominante em érgaos internos de peixes,
chegando a uma concentragdo de aproximadamente 10'" células mL™". Contudo,
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livre no oceano encontra-se apenas em uma concentragdo de cerca de 10? células
mL" (Harmel 2004).

Figura 4.1 - llustragdo da bactéria marinha V. fischeri Fonte:
http://microbewiki.kenyon.edu/images/c/c9/Vibrio_fischeri_1145457864.jpg

O mecanismo da geracédo de luz por bactérias luminescentes envolve a
oxidacao simultancia da riboflavina 5 — fosfato (FMNH) e de um aldeido (RCHO)
de cadeia longa. Esta reacao (Equacgéo 4.1) é catalisada por uma enzima do tipo
flavina monooxigenase, chamada luciferase, que neste processo € excitada e
apresenta fluorescéncia. Ao retornar ao estado fundamental esta enzima emite a

luz na regiao do visivel (Harmel 2004).

FMNH, + RCHO + O —%* , FMN + H,0 + RCOOH + hv  (Equacéo 4.1)

Desta forma, a presenca de um agente estressor ird interferir neste
processo, inibindo a luminescéncia observada. Logo, esta medida € monitorada

nos ensaios que utilizam a bactéria V. fischeri como organismo teste.
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O ensaio de ecotoxicidade aguda utilizando V. fischeri como organismo
teste tem padronizacao internacional e por apresentar uma resposta rapida (em 30
minutos), o teste é bastante Util para verificar o efeito téxico imediato de um
determinado composto (Harmel 2004). Desta forma, encontram aplicacdo na
avaliacao da ecotoxicidade de aguas intersticiais de sedimentos contaminadas,
aguas pluviais, dentre outras matrizes com o0s mais variados compostos

estressores (Mozeto et al. 2006; Rodrigues 2010).

4.3.4.1 - PROTOCOLO PARA OS TESTES COM O V. fischeri

O teste com V. fischeri seguiu a norma ISO 11348-3 (ISO 2007). Para a
reativacao da biomassa liofilizada de V. fischeri (NRRLB-11177, BIOLUX) foram

utilizados 1000 pL de solucdo de reativagéo fornecida pelo fabricante.

O sistema portatil Biofix — Lumi 10 da Macherey—Nagel GmbH & Co. KG

(Figura 4.2) foi utilizado para a realizagdo das medidas de luminescéncia.

Figura 4.2 llustragdo do luminémetro BIOFIX® LUMI-10 utilizado nos testes com o

V. fischeri. Fonte: www.hellotrade.com
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Em cubetas vazias foram transferidos 500 uL de solucao salina, NaCl 22%,
e 10 uL da suspensao contendo o V. fischeri. Apds 15 minutos de estabilizacado
foram realizadas as leituras de emisséo de luz no tempo zero (t=0). Apds a adicao
de 500 uL das amostras nas cubetas foram realizadas as leituras apés 5, 15 e 30
minutos e a intensidade da luz produzida pelas bactérias na amostra foi
comparada ao grupo de controle negativo.

Como parametro de avaliagdo do ensaio foi o decréscimo da luminescéncia
medida apds os periodos de contato (5, 15 e 30 minutos), foi considerado um fator
de correcdo. Este fator corresponde a uma medida das alteracdes da
luminescéncia do controle negativo durante o periodo de exposicdo e deve ser

superior a 0,60. O fator de correcao € calculado da seguinte forma:

ft)=1(b (Equacéo 4.2)
1(0)b

Onde:
= f(t) fator de correcao para um determinado tempo (t),
1(0)b = leitura de luz inicial para a cubeta do branco (B1),

I(t)b = leitura de luz final para a cubeta do branco (B1), correspondente ao tempo

(1).

O f(t) corrige os valores iniciais de | (0) de todas as leituras do ensaio e
para a posterior determinagcdo da diminuicAo da porcentagem de inibicdo da

luminescéncia provocada pela amostra.

A porcentagem de inibicao (%) é calculada através da Equacéo 4.3:

% =100 - I(t) x 100 (Equacéo 4.3)

f(t)x1(0)
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Onde:
f(t) = fator de corregéo para um determinado tempo (t);
1(0) = leitura de luz inicial para cada cubeta de ensaio;

I(t) = leitura de luz remanescente para cada cubeta de ensaio, correspondente ao

tempo (1).

O valor de CE50 para cada amostra analisada foi obtido pelo tratamento
das respostas de luminescéncia utilizando o software Excel 2010.

4.3.5- ENSAIOS UTILIZANDO O MICROCRUSTACEO D. similis

O género do microcrustaceo Daphnia € um dos mais utilizados em testes
ecotoxicolégicos agudos e crbnicos, visto a sua sensibilidade e posigao central na
cadeia alimentar de ambientes |énticos, principalmente em lagos e represas de
aguas continentais. Este organismo mede entre 0,5 e 5,0 mm de comprimento e a
sua alimentagdo consiste basicamente de bactérias, algas, protozoarios e
compostos organicos, os quais sdo capturados pelo processo de filtracdo comum
aos microcrustaceos (Silveira 2007).

A locomogédo destes microcrustaceos no meio aquatico se da pela
movimentacao de suas longas antenas e a reproducdao € assexuada, numa
populacdo composta basicamente por fémeas, mas que em condicdes adversas,
como mudanca de temperatura, ou falta de alimento, surgem machos. Ocorre
entdo a fecundacéo de évulos, gerando os efipios que sdo liberados ao ambiente
e sao muito resistentes as condicdes adversas do sistema no qual se encontram.
Quando estas condicdes voltam a ser favoraveis, os efipios eclodem, originando
novas fémeas e continuando o ciclo da Daphnia (Silveira 2007; Oliveira 2007).

E importante destacar que, dentre as varias espécies de Daphnia utilizadas
em ensaios de ecotoxicidade, a D. magna e D. pulex sdo geralmente empregadas
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em ensaios agudos, os quais tém as condigdes de cultivo do organismo e
procedimento de execugédo normatizados (OECD 1998).

Dependendo das condicbes ambientais de cada regido no que se refere as
caracteristicas fisico-quimicas da agua de cultivo da Daphnia, a espécie utilizada
nos ensaios agudos e crénicos pode diferir. Por exemplo, no Estado de Sao Paulo,
as espécies de cladéceros mais utilizadas nos testes ecotoxicoldgicos sdo a
Ceriodaphnia silvestrie a D. simillis (CETESB 1994) (Figura 4.3).

Figura 4.3 - llustracao do microcrustaceo D. similis. Imagem cedida pelo LEAL-
FT-UNICAMP.

4.3.5.1 - PROTOCOLO PARA OS TESTES COM A D. similis

O microcrustaceo de agua doce, Daphnia similis foi cultivado no Laboratério
de Ecotoxicologia e Microbiologia Ambiental (LEAL) da UNICAMP. Os organismos
foram alimentados diariamente com alga (Pseudokircheriella subcapitata) e
mantidos a 20 £ 2 °C, sob fotoperiodo (luz/escuro) de 18:8 h. A sensibilidade da
cultura de Daphnia foi avaliada mensalmente usando NaCl.

O ensaio agudo com a D. similis seguiu o procedimento descrito pela norma
CETESB L5.018 (CETESB 1994). Cada concentracao e o controle branco (apenas
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agua de diluicdo) que é o controle foram testados em triplicata. A agua de diluicdo
é constituida de agua mineral enriquecida com os sais, KCI, NaHCOj3, CaSOa,.
2H20 e MgS04.7H20, segundo o protocolo ISO 1996.

Cinco neonatas (24 h de idade) foram adicionadas em cada recipiente
contendo 10 mL da suspensdo da amostra e as culturas foram incubadas a 20 + 2
°C sob a condicao de escuro por 48 h conforme os protocolos padrao (OECD
2004; ABNT 2004). Estes aceitam ambas as condicbes de incubacéo,

completamente no escuro ou usando fotoperiodo (luz/escuro) de 18:8 h.

As caracteristicas fisico-quimicas da agua de cultivo da D. similis foram
monitoradas e seguiram o padrdo recomendado pela Norma CETESB L5.018
(CETESB 1994) . Os valores dos parametros, dureza total (40 e 48 mg.L" de
CaCOs), pH (7,2 a 7,6), a condutividade (~160 uS.cm ') e a temperatura (20 + 2

°C) nao foram excedidos para os testes conduzidos.

A resposta observada do teste (do inglés endpoint) foi a imobilidade dos
individuos ap6s 48 horas de exposicdo ao agente estressor. O teste foi
considerado valido quando a porcentagem de organismos imoveis no controle ndo
foi maior que 10%. Os valores de CE50 (mg L) considerando um intervalo de
confianca de 95% foram estimados usando o programa estatistico Trimmed
Sperman Karber (JSPEAR).

4.3.5.2 - FOTOATIVIDADE DO TiO,: TESTE COM D. similis SOB AS
RADIACOES UV-A E VISIVEL

A fotoativacao do TiO2 sob a radiagdao UV cria um par redox elétron/ lacuna
(e/ h™) que em contato com a agua adsorvida em sua superficie gera espécies
reativas de oxigénio (ROS), principalmente, «OH, H,0, e 'O, (Chen et al. 2007;
Nowotny 2008; Rincon & Pulgarin 2003). Estas espécies podem causar danos a
membrana celular e ao DNA levando a inativacao de bactérias Gram negativas e
Gram positivas e de virus (Cho et al. 2004; Hajkova et al. 2007; Jiang et al. 2011;
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Zan et al. 2007). Deste modo, a propriedade fotocatalitica do semicondutor TiO»,
deve ser um parametro de controle a ser incluido nos testes ecotoxicoldgicos que

envolvem este nanomaterial.

Neste contexto, com o intuito de explorar as caracteristicas fotoativas do
TiO» os testes com D. similis foram realizados simultanemante sob trés condicdes
de incubacao: sob a condicdo padrédo, ou seja, no escuro (OECD 2004; ABNT
2004), sob a radiagdao UV-A e um teste utilizando radiagédo visivel. Para acomodar
as amostras durante o ensaio, trés reatores foram construidos com a madeira do
tipo MDF (do inglés Medium-density fiberboard) constituidos de caixas nas
dimensdes de 50 cm x 50 cm x 35 cm (Figura 4.4) e tampas nas dimensdes de 50
cm x 50 cm x 5 cm.

Figura 4.4 - Detalhe dos reatores construidos para os ensaios de ecotoxicidade
com a D. similis e as amostras de TiO».

A Figura 4.5 ilustra os testes realizados nas trés condi¢oes: UV-A, visivel e
no escuro. Para conduzir os testes sob a radiagdo UV-A, em uma tampa foram
fixadas duas lampadas fluorescentes de luz negra de 15 W de poténcia (A ~365
nm), cada uma. Para os testes sob a radiacdo Visivel, em outra tampa foi fixada
uma lampada fluorescente de Xe de 15 W de poténcia (A = 400-800 nm). Para o
teste realizado no escuro, na terceira caixa nao foi fixada nenhuma lampada.
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Escuro Com radiacao UV-A Com radiacao Visivel

Figura 4.5 llustracdo dos reatores utilizados nos ensaios com a D. similis e as

amostras de TiO».

As lampadas fluorescentes de luz negra e luz branca, utilizadas para
promover a fotoativacdo do TiO, apresentaram espectros de emisséo
caracteristicos (Figura 4.6), ou seja, emissdo em 365 nm (lampada UV-A) e de
400 a 800 nm para a lampada Visivel

1 1 1 1 1 1 1 1

3500 - —— Lampada fluorescente Visivel
—— Lampada fluorescente UV-A

3000 -
2500
2000 -

1500

1000 -
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1 1
04
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Comprimento de Onda (nm)

Figura 4.6 - Espectros de emissdo das lampadas fluorescentes que emitem
radiacao UV-A e Visivel.
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O MDF foi escolhido para a construcdo dos reatores, pois € téxico aos
organismos testes. Para eliminar as interferéncias devido ao aquecimento
causado pela lampada fluorescente Visivel e manter a temperatura constante (20
+ 2 °C), foi inserido um sistema de ventilacdo nos reatores durante todo o teste,
utilizando um cooler, MICROVENT 8CM.

4.3.6 - ENSAIOS UTILIZANDO A ALGA P. subcapitata

Algas ou microalgas sao conhecidas como fitoplanctons, grupos
taxonbémicos capazes de realizar a fotossintese, mas que possuem diferentes
necessidades fisiologicas e respondem de modos distintos, a parametros fisicos e
quimicos. A distribuicdo e a composicdo de espécies, bem como, 0s ciclos
sazonais das floragdes algais, estdo entre os fatores importantes que afetam o
funcionamento dos ambientes aquaticos (Tavares & Rocha 2003).

As algas compdem a base da cadeia alimentar de muitos invertebrados
aquaticos e desta forma, qualquer mudanga na sua biodisponibilidade das algas
poderia ser crucial na protecédo da vida aquatica (Vidotti & Rollemberg 2004). Por
este motivo, juntamente com outros organismos, as algas vém sendo utilizadas
em testes de ecotoxicidade.

Dentre os testes ecotoxicoldgico que utilizam como organismos teste, algas
de agua doce, o mais empregado atualmente € a Pseudokirchneriella subcapitata
(anteriormente denominada Selenastrum capricornutum) (Zagatto & Bertoletti

2006), cuja ilustragao encontra-se na Figura 4.7.
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10 pm

NIES-35 Pseudokirchneriella subcapitata

Figura 4.7 - llustracéo da alga P. subcaptata.
Fonte:http://www.shigen.nig.ac.jp/algae/images/strainsimage/nies-0035.jpg

As algas tém sido aplicadas nos programas de monitoramento ambiental
por contribuem para a producéo primaria e na maioria dos habitat aquaticos. Por
indicarem os primeiros sinais de impactos nos ecossistemas, viabilizam acoes
corretivas na gestao de recursos hidricos a tempo de evitar a intensificacdo de
efeitos indesejaveis. Desta forma, os testes de toxicidade crénica utilizando algas
como organismos teste sdo geralmente sensiveis, rapidos e econdémicos.

4.3.6.1 - PROTOCOLO PARA OS TESTES COM A ALGA P. subcapitata

No Brasil had um protocolo de teste padronizado pela ABNT (ABNT NBR
12648/2005) com algas utilizando como recipiente teste frascos erlenmeyers.
Contudo, a agéncia ambiental canadense (Environment Canada) desenvolveu
uma modificacdo do ensaio (EC 2007), substituindo os erlenmeyers por
microplacas, seguindo a tendéncia mundial de miniaturizacdo de testes e
consequente diminui¢cdo da quantidade de amostras e geracao de residuos.

No Brasil ndo ha nenhum protocolo padronizado que utilize a microplaca
como recipiente teste para o teste com alga, bem como, estudos realizados que
utilizem tal método. Desta forma, neste trabalho foi utilizado o método em
microplaca implementado pelo Laboratério de Ecotoxicologia e Microbiologia
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Ambiental (LEAL) que consiste em uma adaptagcdo da norma canadense EPS
1/RM/25 (EC 2007).

O ensaio consiste basicamente na insercao de 200 pL de cada amostra em
10 puL de meio oligo, no qual a populacéo algal é de aproximadamente 10 © células
mL". Cada mistura foi feita em triplicata em uma microplaca (Figura 4.8), e esta foi
submetida & agitacdo de 158 rpm em uma mesa agitadora orbital ACAO
CIENTIFICA AC 645 e iluminada com quatro lampadas de luz branca GE T8 de 32
W (cada) por 72 horas a temperatura média de 26,8 °C.

Em todos os testes realizados foi feito um controle negativo constituido
apenas do meio oligo. Este controle é utilizado para avaliar o crescimento algal
sem 0 agente estressor e desta maneira observar a repetibilidade dos ensaios em

relacdo as condicdes ambiente.

Figura 4.8 llustracao de uma microplaca utilizada no ensaio com algas.

A contagem do numero de células apdés 72 horas de exposicao a
iluminacdo e sob agitacdo foi realizada com o auxilio de uma camara de
Neubauer. O experimento chegou ao final quando o nimero de células mL
tornou-se estavel, indicando que a cultura atingiu a fase estacionaria de
crescimento. Os resultados foram expressos em mdltiplos de 10.000 células mL™.
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A meédia das triplicatas mensuradas para cada amostra nas concentracbes
estudadas foi utilizada no célculo de CE50.

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1 - ECOTOXICIDADE DAS NANOPARTICULAS DE TiO, FRENTE A D.
similis E AO V. fischeri

4.4.1.1- ECOTOXICIDADE A D. similis

Os testes preliminares expondo D. similis as amostras de TiO, P25 e P25*
sob as trés condicdes ja descritas (no escuro e sob as radiagdes UV-A e visivel)
mostraram que o controle ndo apresentou mais que 10 % de organismos imoveis,
indicando que os resultados podem ser considerados. Os parametros, dureza, pH
e condutividade das amostras monitorados antes e depois do teste mostraram
dureza entre 40 e 48 mg L' CaCOs o pH variou na faixa de 7,2 a 7,6 e a

condutividade foi aproximadamente 160 pS cm™.

As amostras P25 e P25* ndo apresentaram toxicidade no escuro para a
maxima concentracao testada (100 mg L), o que esta de acordo com a literatura.
Warheit et al. (2007) e Zhu et al. (2010) observara um CE50 > 100 mg L™ apés 48
h de exposicao de TiOo rutilo e TiO2 P25 (100-140 nm) a D. magna. Wiench et al.
(2009) encontraram CE50 > 100 mg L™ para nanoparticulas de TiO» com a
superficie coberta (do inglés coated) e sem cobertura (do inglés uncoated), bem
como, para TiOz bulk sem cobertura.

No geral, nanoparticulas menores em concentragbes baixas sdo mais
toxicas para organismos aquaticos que nanoparticulas maiores em altas
concentracdes. Isto pode ocorrer porque nanoparticulas menores (<10 nm)
penetram mais facilmente nas células, causando danos via geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS, do inglés Reactive Oxygen Species) (Jiang et al. 2011;
Reeves et al. 2008). Neste sentido, Lovern & Klaper (2006) reportaram que a
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suspensdo de TiO2 sonicada na concentracdo de 50-500 mg L™ ndo causou
toxicidade a D. magna apds 48 h de exposicao. Contudo, a solucao filtrada em
membrana 0,2 um mostrou um CE50 de 5,5 mg L. Bang et al. (2011) observaram
que particulas de TiO, P25 de 21 nm nado foram toxicas a D. magna a
concentracdo de 40 mg L™, enquanto nanoparticulas de TiO, rutilo de 500 nm e
TiO, P25 de 250 nm nao foram tdxicas a D. magna a uma concentragcao maior (10
m mol L™ ou 638,96 mg L™).

Por outro lado, sabe-se que ao ser fotoativado por radiacdo UV, o TiO> gera
espécies reativas de oxigénio que causam danos aos micro organismos. Desta
forma, além do tamanho das particulas e da cobertura da superficie, outro fator
importante na observacdo da toxicidade de substancias semicondutoras, como o

TiOo, é o efeito da sua fotoatividade sobre os organismos teste.

O primeiro trabalho aplicando a fotoativacdo de amostras de TiO> como
variavel de controle em testes ecotoxicoldgicos foi realizado por Hund-Rinke et al.
(2006). Os autores constataram que, ap6s a pré-iluminacédo do TiO, observou-se
maior toxicidade a D. magna quando comparada a condicdo de escuro.
Suspensées de TiO, anatase (25 nm e 100 nm particles) de 1 a 3 mg L™ foram pré
iluminadas utilizando uma lampada fluorescente de Xe (8300-800 nm, 250 W) por
30 min.

Neste caso, o periodo de pré-iluminacdo nao garante a producédo e a
presenca de espécies reativas de oxigénio durante todo o teste (48 h), uma vez
que a geracdo destas € concomitante a irradiagdo do semicondutor (Rincén &
Pulgarin 2003). Adicionalmente, Marugan et al. (2010) observaram que a
producdo de ¢OH é proporcional ao tempo de fotoativacdo do TiO,, causando
danos irreversiveis a E. coli. Desta forma, testes de ecotoxicidade usando
espécies de Daphnia e que exploram a fotoatividade do TiO», por meio de sua pré-

iluminacao sao questionaveis.

Incialmente foram realizados testes preliminares utilizando as amostras P25

e P25 na faixa de 0 a 100 mgL™" nas trés condicdes: no escuro, sob radiacdo
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Visivel e sob radiagdao UV-A. Os resultados mostraram que apenas a amostra P25

foi toxica (CE50 < 20 mg L) sob radiagdo UV-A (Figura 4.9B).
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Figura 4.9. Valores de % imobilidade da D. similis as amostras de TiO, nas
concentracdes de 0 a 100 mg L™, cujos ensaios ocorreram (a) sem iluminacao, (b)
sob radiacédo UV-A e (c) sob radiacao Visivel.
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A amostra P25* nao foi téxica @ maxima concentracéo testada (100 mg L™),
em nenhuma das condi¢cbes de exposicao e nesta concentragcdo a amostra P25
nao foi toxica nas condi¢des de escuro e sob radiagdo UV-Visivel (Figura 4.9).

Estes resultados podem ser explicados com base na energia de
fotoativacdo (Eg) das amostras e no comprimento de onda adequado para
promover esta fotoatividade. Deste modo, os resultados obtidos para a amostra
P25* sob a radiacdo visivel (ndo téxicas a 100 mg L") mostram que, embora o
valor de Eg desta amostra (3,92 eV) corresponda a um A ~ 408 nm, a baixa
absorcao desta amostra na faixa espectral > 400 nm (Figura 4.10) explica o fato

desta amostira nao ser fotoativa.
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Figura 4.10 - Espectros UV-Visivel das amostras de TiO, utilizadas nos ensaios

com D. similis.

Desta forma, demais testes envolvendo as amostras de TiO, nas formas
anatase (Anatase-S) e rutilo (Rutilo-S) e a mistura de ambas (P25 e M-S) foram
realizados sob a radiacdo UV-A para estimar o CE50. Os valores de CE50 e as
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curvas de dose-resposta para P25, M-S e Anatase-S sao apresentadas na Tabela

4.3 e na Figura 4.11, respectivamente.

Tabela 4.3 - Resultados dos testes de toxicidade expressos como CE50 para as
amostras P25, M-S, Anatase-S e Rutilo-S sob a radiagdo UV-A.

Amostras Concentracoes testadas CE 50
(mg L") (mg L")
P25 0,5, 10, 15, 20, 25 8
M-S 0, 5, 10, 20, 40, 50 12
Anatase-S 0, 5, 20, 60, 80, 100 57
Rutilo-S 0, 5, 20, 60, 80, 100 N&o téxico

A ordem de toxicidade observada foi P25 > M-S > Anatase-S > Rutilo-S. A
amostra de TiO, na forma cristalina anatase (Anatase-S), sob a radiacdo UV-A
apresentou comportamento téxico oposto, quando comparada a fase rutilo (Rutilo-
S) sob a mesma condicdo (Tabela 4.3). Como Rutilo-S e Anatase-S séao
constituidos de agregados em torno de 400 nm (Tabela 2.4) este comportamento
ndo é atribuido ao tamanho das nanoparticulas (Strigul et al. 2009), mas as
propriedades fotoativas das amostras.

O fato de a 100 mg L' o Rutilo-S ndo ser téxico & D. similis e o Anatase-S
apresentar CE50 igual a 57 mg L™, indica que esta diferenca na toxicidade pode
ser atribuida a fotoativacdo do rutilo na regiao visivel (~ 405 nm) que nao
corresponde a radiagdo UV-A aplicada no teste (A= 363 nm). Enquanto isso, a
Anatase-S além de possuir Eg (3,02 eV) em ~ 390 nm, apresenta alta absor¢éao
na regiao UV-A (Figura 4.10).
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Figura 4.11 Curvas dose-resposta para P25, M-S e Anatase-S obtidas em 48 h

de exposicdo a D. similis. S&do apresentadas as barras de erro para cada
concentragao (n=4).

Embora P25, M-S e Anatase-S tenham apresentado distribuicdo de
tamanho de particula e tamanho de aglomerados similares (Tabela 2.4), P25 e M-
S foram mais téxicos a D. similis que Anatase-S. Este comportamento pode ser
atribuido a alta taxa de recombinacdo e/h* de P25 e M-S associado,
respectivamente, aos band gap, 3,37 (A= 376 nm) e 3,03 eV (A= 392 nm), na faixa
de comprimento de onda da radiacdo utilizada no teste (UV-A, 320-400 nm).

Mesmo que Anatase-S tenha mostrado elevada absor¢cao na regido UV-Visivel
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(Figura 4.10), seu valor de band gap (3,02 eV) explica a redug¢ao da sua toxicidade

quando comparada principalmente a amostra P25.

O mecanismo de toxicidade do TiO; para organismos aquaticos ndao é muito
conhecido, embora, os efeitos téxicos observados tenham sido atribuidos
principalmente a geragdo de ROS (Carp et al. 2004; Warheit et al. 2007; Zhu et al.
2010), que podem causar mudangas na atividade de enzimas antioxidantes. Deste
modo, os radicais eOH causam diferentes disturbios celulares, incluindo
citotoxicidade e danos ao DNA celular (Federici et al. 2007; Reeves et al. 2008;

Kim et al. 2010) via reacbes diretas ou por peroxidacao lipidica.

4.4.1.2 - ECOTOXICIDADE AO V. fischeri

Os resultados dos testes com as amostras de TiO» (P25, P25*, Anatase-S
e Rutilo-S) e o V. fischeri indicaram que nao ocorreu inibicdo da luminescéncia
gerada pela bactéria, independente da forma cristalina do TiO.. Nenhuma das
amostras testadas foram téxicas na faixa de concentracéo de 1 a 100 mg L ' Este
resultado também foi evidenciado por Blaise et al. (2008) que ndo observaram
efeito téxico do TiOz ao V. fischeri até 100 mg L. Heinlann et al. (2008), utilizaram
concentracdes bastante elevadas de TiO, (20 g L) nas escalas bulk e nano e nao
constataram toxicidade ao V. fischeri. Este fato pode ser atribuido a ndo inclusao
da fotoativacado das amostras de TiO» como variavel de controle do teste, uma vez

que é aplicado no ensaio com a D. similis.

4.4.2- ECOTOXICIDADE DAS AMOSTRAS DE AgNP FRENTE A P.
subcapitata, D. similis E V. fischeri

As suspensoes de AgNP foram mais toxicas para as algas P. subcapitata e
para o microcrustaceo D. similis do que para a bactéria V. fischeri. Contudo, no
estudo da ecotoxicidade das suspensdes de AgNP sintetizadas, a especiagéao da
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prata (Ag” e nAg) nestas amostras desempenhou um papel fundamental para a

compreensao dos resultados obtidos.

4.4.2.1 - ECOTOXICIDADE A P. subcapitata

Para a P. subcapitata, observou-se que a toxicidade das amostras de AgNP

e de Ag* (AgNOs) variou de 1 a 122 ug L™, conforme mostradas nas curvas-dose

respostas obtidas (Figura 4.12). Os valores de CI50 encontrados estdo de acordo

com os observados na literatura para compostos de prata (Luoma 2008; Miao et
al. 2009) testados.
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Figura 4.12 Curvas-dose respostas para as amostras 6P, 2P, 1P, 3C e AgNO:s.

As amostras de AgNP contendo maior quantidade de ions Ag* (1P e 3C)
foram cerca de 5 a 100 vezes mais tdxicas a P. subcapitata que as amostras
contendo mais de 96% de nanoparticulas de prata (2P e 6P) (Tabela 4.4).

Tabela 4.4 Valores de CI50 obtidos e % Ag"* para as amostras de AgNP e AgNO3
testadas.

Amostras ClI 50 (ug L) % Ag*
2P 122 0,6
6P 79 0,7
*Ag* 19 100
3C 16 47,3
1P 1 48,4

* Como fonte de ions Ag™ utilizou-se AgNO:s.

De um modo geral o tamanho de particula (Farré et al. 2008) é um dos

fatores determinantes da toxicidade de nanomateriais, ou seja, quanto menor a
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nanoparticula, maior o seu efeito toxico. Desta forma, esperava-se que as
suspensoes 1P e 3C, constituidas de nanoparticulas maiores exibissem menor
toxicidade do que as amostras 2P e 6P constituidas apenas de nanoparticulas

menores (11-18 nm) e mais dispersas (Figura 4.13).

Figura 4.13 Imagens de microscopia eletrénica de transmissdo para as amostras
de AgNP. Escala: 200 nm.
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No entanto, 1P e 3C, foram mais téxicas a P. subcapitata, indicando que a
espécie Ag* é quem define a toxicidade para estas amostras. Neste sentido, para
a mesma espécie de alga, Griffitt et al. (2008), observaram também que os ions
Ag® sdo mais toxicos que nanoprata esféricas (20-30 nm) sintetizadas utilizando

citrato de sédio como estabilizante, cujo CL50 para as nanoprata foi 190 pg L.

Adicionalmente, Yale (2010), observou que 0 aumento na concentracao dos
ions Ag* (CI50 = 26 ng L) foi o responsavel pela alta inibicdo do crescimento da
P. subcapitata, comparada a nanoprata comercial (CI50 = 500 pg L™). Navarro et
al. (2008) observaram esta mesma tendéncia, embora, tenham mostrando através
de testes agudos com a alga de agua doce, C. reinhardtii, que a toxicidade de
nanoparticulas de prata é mediada pela liberacdo de ions Ag*. Os autores
assumiram que a toxicidade de nAg a C. reinhardtii € devido principalmente a
reacao do HoO» (excretado pelas algas) com as nAg o que leva a sua oxidacéo e a
geragao de radicais hidroxila, uma das fontes de ROS.

Neste sentido, Roh et al. (2009) observaram um aumento na produgéo de
estresse oxidativo e na reducao na producao da alga C. elegans quando expostas
as nanoparticulas de prata de 14-20 nm para CL50 na faixa de 50-500 mg L.

Pelo exposto, observa-se que um dos mecanismos de toxicidade de
nanoparticulas de prata a alga, € devido a sua oxidagao (com liberagdo de ions
Ag") quando em contato com o organismo teste ou com o meio de cultivo, no qual
esta presente o produto de excrecao das mesmas. Além disto, os resultados

mostraram que o excesso de ions Ag™ é altamente tdxico a alga.

Além de observar o efeito do tamanho das nanoparticulas de Ag e a
influéncia da porcentagem de Ag"* sobre a toxicidade das amostras de AgNP a P.
subcapipata, o estudo da influéncia do meio de cultivo sobre a estabilidade
(agregacao ou oxidacdo) das nAg foi realizado. Nao foi observada mudanca
apreciavel na populacdo ou na forma das nanoparticulas, como indicado pelas
bandas de ressonancia de plasmon das amostras (Figura 4.14).
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Figura 4.14 Espectros de absorcdo UV-Visivel das amostras de AgNP em (A)
agua ultra pura e no (B) meio de cultivo da P. subcapitata.

Desta forma, possiveis efeitos sinérgicos e aditivos entre a quantidade de
ions Ag® livres no meio e as nanoparticulas de Ag podem explicar o

comportamento toxico observado nas amostras de AgNP testadas.

Como observado na Figura 4. 15 que a amostra 3C (CI50 = 16 pg L™)
apresenta toxicidade préxima ao Ag* (CI50 = 19 ug L"), mas cerca de cinco a sete
vezes mais toxica que a amostras 2P (CI50 = 122 ug L") e 6P (CI50 =79 ug L™).
Isto indica que ocorre a ecotoxicidade depende destes dois fatores: concentracéao
das nAg e dos ions Ag®, atuando de forma sinérgica e aditiva. Este efeito € mais

pronunciado para a amostra 1P (CI50 = 1 pug L™).
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Figura 4.15 Relagéo entre o aumento da toxicidade para a P. subcapitata e a %

de ions Ag* nas suspensodes de AgNP.

4.4.2.2 - ECOTOXICIDADE A D. similis

Para os ensaios realizados com a D. simillis, ndo foi possivel calcular os
valores de CE50 para as amostras testadas (1P, 3C, AgNOg, 6P e 2P), mas faixas
de concentracbes, nas quais estas amostras apresentaram toxicidade. Isto
ocorreu devido a configuragdo dos testes montados, nos quais foram observados
efeitos tdxicos apenas faixas apresentadas (Tabela 4.5), ndo sendo possivel a
realizacdo de demais testes em decorréncia de limitacbes operacionais (tempo
habil). Contudo, testes complementares para a obtengdo dos valores de CE50

serao realizados.

Foi observado que as amostras de AgNP seguiram a mesma tendéncia na
toxicidade observada para a alga P. subcapitata, ou seja, 1P > 3C > Ag” > 6P =
2P.
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Tabela 4.5 Valores de CE50 e % Ag" obtidos para as amostras de AgNP e AgNO3
testadas no ensaio com D. similis.

Amostras CE 50 (ug L™ *% Ag*
6P 6,3-31,5 0,6
2P 10,0-50,0 3,1
*Ag* 1,0-5,0 -
3C 1,2-2,3 47,3
1P 0,5-0,9 48,4

* Como fonte de ions Ag™ utilizou-se AgNO:s.

A faixa de toxicidade das amostras de AgNP para a D. similis variou de 0,5
a 50 pug L. As amostras de AgNP constituidas apenas de nanoparticulas
esféricas (6P e 2P) nas dimensdes ja& mencionadas (Figura 4.13) foram menos
toxicas a D. similis do que ions Ag*. Esta observagédo também foi feita no trabalho
realizado por Giriffitt et al. (2008), no qual nanoparticulas de prata de ~ 26 nm
foram menos téxicas (CE50 = 40 pg L") & D. pulex do que os fons Ag* (CE50 = 8
ug L'1). Contudo, para outra espécie de Daphnia, estes autores observaram que
além da C. dubia ser mais resistente as nanoparticulas de prata, estas sdo menos
toxicas (CE50 = 160 pg L) que os fons Ag* (CE50 = 67 ug L™).

Por outro lado, observa-se que ions Ag* em excesso e as nAg presentes
nas amostras 3C e 1P sdo responsaveis pela maior toxicidade destas em relacao

as amostras 6P e 2P.

De um modo geral, devido & tendéncia do ion Ag* se ligar ao ion S?, e &
matéria organica presente na agua, a toxicidade direta causada por estes ion ao
organismo teste, pode diminuir devido a sua baixa biodisponibilidade. Sob esta
perspectiva, Gao et al. 2009 observaram que a matéria organica influencia na
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toxicidade de nanoparticulas de prata de 20-30 nm. Em agua de cultivo padrao foi
obtido CE50 = 0,46 ug L™, ao passo que, realizando o teste com agua de cultivo

com alta concentragdo de matéria organica, foi obtido um CE50 de 6,18 pg L™,

A agua de cultivo da Daphnia utilizada neste trabalho foi constituida de
agua mineral e uma mistura sais (Tabela 4.2). Por esta razao, os sais e a matéria
organica presentes poderiam causar desestabilizacdo e agregacao das
nanoparticulas, bem como favorecer a formacao de compostos insollveis de prata
(Hogstrand & Wood 1998). Os resultados sobre a interacdo das amostras de
AgNP e AgNO3; com a agua de cultivo da Daphnia mostraram que as suspensodes
de AgNP nao sofreram nenhum processo de desestabilizac&do (Figura 4.16).
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Figura 4.16 Espectros das suspensdes de AgNP em (A) agua ultra pura e no (B)

meio de cultivo da D. similis.

Como observado pela espectroscopia de absorcdao no UV-visivel, as
suspensdes de AgNP n&o mostraram diferencas significativas nas bandas de
ressonancia de plasmon para as amostras em agua ultra pura (Figura 4.16A) e em
agua de cultivo de Daphnia (Figura 4.16B). Desta forma, apenas os ions Ag* em

excesso nas amostras 3C e 1P podem ser os principais responsaveis pela
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toxicidade destas amostras para a Daphnia. Além disto, devem ser levados em
conta os efeitos sinérgicos e aditivos das nanoparticulas de prata, como discutido
nos testes com a P. subcapitata.

4.4.2.3 - ECOTOXICIDADE AO V. fischeri

Estudos comparativos tém indicado que materiais em nano escala sao mais
toxicos ao V. fischeri quando comparados aos mesmos materiais bulk. Neste
sentido, Blaise et al. (2008) e Velzeboer et al. (2008), mostraram que os 6xidos
metdlicos TiO,, ZnO e CuO em escala nanométrica foram mais toxicos que o
material bulk ao V. fischeri, exceto para o TiO, que nao foi téxico a uma
concentragdo de 100 mg L™, seja bulk ou nano.

Por outro lado, Heinlann et al. (2008) observaram que independente do
tamanho do ZnO (nano ou bulk), este apresentou a mesma toxicidade do sal de
zinco (ZnSO,. 7H,O, CE50 na faixa de 1,1-1,8 mg L"). Os autores observaram
entretanto, que o sal de cobre, CuSO, (CE50 = 1,6 mg L") é cerca de 50 vezes
mais téxico que CuO na escala nano (CE50 = 79 mg L) e este também é cerca
de 50 vezes mais toxico que CuO bulk (CE50 = 3811 mg L™).

Até o momento nao ha relatos na literatura sobre testes ecotoxicolégicos
envolvendo a tematica do efeito de nanoprata sobre a bactéria luminescente V.
fischeri. Deste modo, para entender melhor os resultados obtidos neste trabalho,
foram investigados o efeito do tamanho de particula, influéncia da forca ibnica
sobre a estabilidade das suspensdes de AgNP, bem como a diferenca da
toxicidade entre as suspensdes de AgNP com diferentes graus de aglomeracgao.

As amostras de AgNP com diferentes graus de aglomeracao (Figura 4.13.)
e 0 AgNO3 apresentaram toxicidade de 5,2 a 32,2 mg L™ (Tabela 4.6).
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Tabela 4.6 Valores de CE50 e % Ag™ obtidos para as amostras de AgNP e AgNO3
testadas no ensaio com V. fischeri.

Amostras CE 50 (mg L") *% Ag*

6P 5,2 0,6
5C 8,1 0,7
2P 18,6 3,1
4C 26,6™* 11,5

*Ag* 574 i
1P 32,0** 48,4
3C 32,2** 47,3

* Como fonte de ions Ag® utilizou-se AgNOs;. ** Valores estimados, conforme

mostrado nas curvas dose-resposta das Figuras 4.20, 4.21 e 4.22.

A forte influéncia da solucao de NaCl 22% (m/v) utilizada no procedimento
do teste causou dois efeitos nas suspensbes de AgNP testadas: a
desestabilizacdo das nanoparticulas, causada pela mudanca da forga i6nica (/) e a
formacédo de AgCls) devido a presenga dos ions Ag* em excesso, presentes em

algumas amostras.

Como o esperado, ao adicionar NaCl 22% nas suspensdes de AgNP em
concentragcdes iguais as utilizadas no teste ecotoxicolégico, observou-se uma
mudanc¢a pronunciada nos valores de condutividade (Figura 4.16) em relagdo as

nanoprata em agua ultra pura.
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Figura 4.17 Comportamento das amostras de AgNP ao adicionar NaCl 22% (m/v).

O aumento da forca ibnica (condutividade) causou significativas mudancas
no comportamento das suspensdes de AgNP, como mostrado pelos espectros de

absorcao UV-visivel das amostras (Figura 4.18).
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Figura 4.18 Espectros de absorcdo UV-visivel das amostras de AgNP em (A)
agua ultra pura e (B) ao adicionar NaCl 22% (m/v); utilizou-se NaCl como branco.
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Ndo foram observadas mudancas na forma e na estabilidade das
nanoparticulas de prata da amostra 6P, uma vez que os espectros de absorcéo
UV-visivel desta amostra em H>O e em solucao de NaCl 22% (Figura 4.18) foram
semelhantes. No entanto, as bandas de ressonéancia plasmon em 400 nm e em
torno de 550 nm (Figura 4.18A) da amostra 2P sofreram deslocamento para a
regidao de maiores comprimentos de onda ao ser adicionado NaCl 22% (Figura
4.18B). Este comportamento indica uma maior tendéncia de aglomeracdo da

amostra 2P.

A mudanga mais pronunciada foi para as amostras 1P e 3C que, além de
apresentar uma alta porcentagem de ions Ag* em excesso, tiveram um aumento
consideravel da sua forca ibnica (Figura 4.17). A amostra 1P, constituida de
nanoparticulas eféricas e formas mais alongadas de prata (Figura 4.13), na
presenca de NaCl 22%, ocorre a total desestabilizacdo das nanoparticulas de
prata na suspensao, como indicado pela mudanca no seu perfil espectral (Figura
4.18B).

Os ions Ag® em excesso, principalmente nas amostras 1P e 3C
provavelmente se ligaram aos ions cloreto, CI', gerando o sal insoluvel AgCl (s) e
por este motivo, o CE50 para estas amostras foi apenas estimado. Isto ocorreu
devido ao possivel espalhamento de luz causado pela formacéo de AgCl(s) nestas
suspensdes, e a medida da luz emitida pelo V. fischeri nao tenha sido realizada
como em condi¢des padrées. Como resultado, as curvas de dose-resposta para
estas amostras ndo mostraram comportamento adequado (Figura 4.19).
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Figura 4.19 Curvas dose-resposta das amostras 1P e 3C obtidas nos testes com
V. fischeri. Os resultados mostram a média de 3 replicatas.

Por outro lado, foi possivel observar o comportamento toxico das demais

amostras, inclusive em termos da forma e tamanho das nanoparticulas de prata.

Neste sentido, a ordem de toxicidade observada, 6P > 5C > 2P > 4C > Ag"
indica que as suspensodes contendo nanoparticulas esféricas (6P e 5C) sdo mais

toxicas que a amostra que apresentou formas alongadas, 2P (Figura 4.13) e os
ions Ag™.

No entanto, a amostra 4C, constituida de nAg esféricas e 11% de Ag’,
apresentou toxicidade intermediaria, entre as amostras constituidas de nAg
esféricas, com baixa % de Ag™ e que continuaram estaveis apés a adi¢cdo do NaCl
22% (6P e 5C) e as suspensbes com alta % de Ag"™ e que sofreram
desestabilizacdo apds a adicao do eletrdlito (1P e 3C). Isto indica que no teste
realizado para a suspenséo 4C, comecga a ocorrer a interferéncia da formagéo do
AgCl (s) nas medidas de fluorescéncia do V. fischeri, comentado anteriormente.
Esta observacéo pode ser explicada pelo comportamento n&o ideal da curva dose-
resposta para esta amostra 4C (Figura 4.20).
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Figura 4.20 Curva dose-resposta da amostra 4C obtida no teste com V. fischeri.

Para cada concentracdo foram usados os valores médios de % efeito para n = 3.

As curvas dose-resposta das amostras 6P, 5C e 2P (Figura 4.21) indicaram
que foi possivel realizar as medidas de luminescéncia nas amostras que

apresentaram % de Ag® entre 0,6 e 3,1 %, sem a interferéncia significativa do
AgC|(S).
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Figura 4.21 Curvas dose-resposta das amostras 6P, 5C e 2P obtidas nos testes
com V. fischeri.

Pelo exposto, observou-se que as suspensbdes de AgNP foram menos
toxicas ao V. fischeri em relacado aos outros organismos aquaticos (D. similis e P.
subcapitata). Isto pode ser explicado pela caracteristica deste organismo, que pela
producdo da enzima catalase, inibe o estresse oxidativo causado pelos ions Ag*
(ou oxidacao de nAg) via ROS. Além disto, a formacao de AgCl(s) ndo permitiu a
alta disponibilidade de Ag* para o V. fischeri.

4.4.3 - ECOTOXICIDADE DOS ESTABILIZANTES UTILIZADOS NA SINTESE
DAS SUSPENSOES DE AgNP

As solugdes PVA 1% e CMC 1% utilizadas nas mesmas concentragdes das
amostras de nAg utilizadas nos testes de toxicidade n&o apresentaram efeito

téxico significativo (> 20%) a nenhum dos organismos teste utilizados nesta
pesquisa.
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4.5 - CONCLUSOES

O panorama geral sobre da ecotoxicidade das amostras de AgQNP mostrou
que estas suspensdes foram cerca de 100 a 1000 vezes mais toxicas para a P.
Subcapitata e para a D. similis do que para o V.fischeri. As amostras de TiO, foram
mais toxicas para D. similis do que para o V. fischeri, ao considerar a fotoatividade
das amostras de TiOz nos testes com D. similis.

De acordo com os dados encontrados na literatura sobre a classificacao de
perigo de nanomateriais (Kahru et al. 2010), as amostras de AgNP testadas neste
trabalho, podem ser classificadas como “muito toxicas” a D. similis e para a P.
subcapitata, e como “pouco téxicas” para o V. fischeri. Os testes de ecotoxicidade
envolvendo a D. similis e as amostras de TiO», sob radiacdo UV-A, visivel e no
escuro, mostraram que estas amostras podem ser classificadas como “nao

toxicas” e “toxicas”.

O estudo incluindo as amostras de TiOp e a D. similis revelaram alguns
aspectos importantes quando comparou-se uma das condicbes padrao de
incubacéao (no escuro) com as radiacdes UV-A e Visivel, a saber:

a) O uso da radiacdo UV-A permitiu explorar a fotoatividade das amostras

de TiO2 sem causar prejuizo as amostras controle.

b) A forma rutilo (amostras Rutilo-S e P25*) a maxima concentragao
testada, 100 mg L-1, ndo mostraram toxicidade a D. similis nas condicbes de

escuro e sob radiacdo U-A e visivel.

c) As amostras de TiO, na forma anatase (Anatase-S) e nas amostras
constituidas da mistura de ambas as fases, anatase e rutilo (P25 e M-S)
mostraram que a toxicidade para a D. similis foi dependente da radiacdo UV-A. As
amostras P25 (CE50 = 8 mg L") e M-S (CE50 = 12 mg L") foram cerca de dez
vezes mais toxicas que a amostra Anatase-S (CE50 = 57 mg L™"). Neste sentido, a
radiacdo UV-A foi incorporada como novo parametro de controle do teste
envolvendo D. similis e 0 semicondutor TiOx.
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Todas as amostras contendo TiO»> nao foram tdéxicas ao V. fisheri na

maxima concentracdo testada de 100 mg L™

Na avaliacdo da ecotoxicidade das amostras de AgNP, 1P, 2P, 3C e 6P
frente a P. subcapitata e a D. similis observou-se que a agua de cultivo nao

causou desestabilizagdo das nAg nas suspensdes de AgNP.

As suspensdes contendo apenas nanoprata esféricas foram mais toxicas
em relacao as suspensdes contendo a mistura de nanoprata esféricas e formas
alongadas. Neste caso, ndao se pode afirmar que o fator determinante para o
aumento da toxicidade tenha sido a forma das nAg, mas a concentragdo de ions
Ag* em excesso nestas amostras. As amostras contendo maior porcentagem de
jons Ag*, 1P (CE50 = 16 pg L") e 3C (CE50 = 1 ug L) foram cerca de 5 a 100
vezes mais toxicas do que as amostras contendo apenas nAg esféricas, 2P (CE50
=122 ug L") e 6P (CE50 = 79 pg L) para a P. subcapitata. Para a D. similis nao
foi possivel calcular os valores de CE50, contudo, as faixas de toxicidade variaram

de 0,5a 2,3 ng L para as amostras 1P e 3C e de 6,3 a 50 ug L' para 6P e 2P.

Os testes envolvendo as amostras de AgNP com diferentes graus de
aglomeracao, 1P, 2P, 3C, 4C, 5C, e 6P frente ao V.fischeri, mostraram que a
toxicidade foi influenciada pelo NaCl 22% presente no teste. A ordem de
toxicidade observada, 6P > 5C > 2P > 4C > Ag” > 1P > 3C, indica que as amostras
contendo menor porcentagem de Ag* (1P e 3C) sdo menos tdxicas em relagdo as
demais amostras, embora os valores de CE50 obtidos tenham sido baseados na
extrapolacdo dos efeitos. E possivel que efeitos causados pela formacdo do
precipitado AgCls) tenham influenciado nas medidas de luminescéncia do teste.
Por outro lado, o teste foi bem aplicado as amostras com porcentagem de Ag*
menor que 3,1%, sendo possivel calcular os valores de CE50 para as amostras de
AgNP contendo apenas nanoparticulas esféricas (6P e 5C) e nAg esféricas e

formas alongadas de Ag (2P).

Na avaliacdo da toxicidade das solu¢des dos estabilizantes CMC 1% e PVA
1%, utilizados na sintese das suspensdes de AgNP, observou-se que estes nao

149



Capitulo 4— Ecotoxicidade das amostras de TiO> @ AQNP -----------mmeomeommeeeeemeeo-

influenciaram na toxicidade das amostras de AgNP a P. subcapitata e a D. similis

e ao V. fischeri.
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CAPITULO 5

5. CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Pesquisas envolvendo a descoberta e aplicacées de novos NM tém tido a
cada ano incentivos financeiros cada vez maiores, tanto por parte dos governos
quanto do setor privado. Por outro lado, ndo se observa o mesmo incentivo a
questdo ambiental que envolve estes novos materiais, quando este deveria ser o

fator crucial para a inser¢cao de um novo produto no mercado.

A crescente producado de NM pode contribuir para o agravamento do atual
cenario de grandes problemas ambientais, os quais envolvem a poluicdo de
mananciais e sistemas estuarinos, assim como a inadequada disposi¢cdo de

residuos solidos e a poluicao do ar.

Neste sentido, a comunidade cientifica das mais diversas areas do
conhecimento como a quimica, a biologia, a toxicologia e a ecotoxicologia tém
demonstrado grande preocupagdo em diagnosticar os principais efeitos tdxicos de
alguns NM ao homem e ao ambiente. Estudos ecotoxicolégicos com organismos
aquaticos, marinhos e terrestres contribuem na avaliacdo do risco envolvido no

ciclo de vida dos produtos desenvolvidos com base na nanotecnologia.

Por outro lado, a grande variedade de NM e o rapido crescimento de novos
produtos com as mais variadas aplicagdes, dificultam tanto a sua regulamentacéo,
quanto a geracao de protocolos que regulam os niveis aceitaveis no ar, no solo e
nos corpos aquaticos. Além disto, a falta de protocolos para a identificacdo e
quantificacdo de NM no ambiente € uma questdo bastante relevante, devendo ser
levada em consideracédo nos estudos de identificacao de fontes emissoras de NM,
e no monitoramento de areas impactadas por residuos provenientes deste tipo de
material.
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Os estudos envolvendo a construgdo de modelos para estimar a quantidade
de alguns NM no ambiente mostram que a concentracao predita de TiO,, em
ambientes aquaticos varia de 0,002 a 16 pug L' (Mueller & Nowack 2008;
Gottschalk et al. 2009). Por outro lado, as concentragdes testadas neste trabalho
foram superiores a esta, uma vez que se objetivou explorar inicialmente testes
agudos. No atual cenario de grande producédo de produtos contendo nanoprata,
estima-se que uma concentracdo de 9 ug L deste material seja encontrada em
corpos aquaticos (Blaser et al. 2008). Esta estimativa € preocupante, uma vez que
os dados mostrados neste trabalho indicaram que algumas amostras de AgNP,

foram téxicas a D. similis e a P. subcapitata a concentragées menores que 9 pg L
]

Como consequéncia, a andlise de risco voltada a presenca de NM no
ambiente € incipiente, uma vez que h& poucos estudos relacionados a
ecotoxicidade de NM. Uma alternativa para esta questao € a geracao de alguns
modelos estatisticos, os quais permitem observar, dentre outros aspectos, os
compartimentos ambientais onde determinados NM se acumulam (Gottschalk et
al. 2009). Estes modelos séo relevantes no direcionamento de pesquisas tanto
com foco na saude do consumidor de produtos contendo NM, quanto na protecao

ambiental.

Por este motivo, a presente tese permitiu, através de uma abordagem
multidisciplinar que envolveu a sintese e caracterizacdo dos NM atualmente mais
utilizados (nAg e TiO»), fazer um estudo sobre a sua aplicacdo quanto a atividade
bactericida, bem como o seu efeito em organismos representantes da biota
aquatica.

A rota sintética adotada para a obtencdo das suspensbdes de AgNP
constituidas de nanoprata esféricas com alta estabilidade (cerca de 20 meses), e
com diferentes graus de aglomeracao, mostrou que a escolha dos estabilizantes
CMC e PVA foi bem sucedida. Além disto, o CMC, um estabilizante raramente
utilizado na estabilizagdo de nAg, apresentou-se eficiente para esta funcao.
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A maioria dos estudos relacionados com a avaliagdo da ecotoxicidade de
NM utilizam padrées comerciais como fonte de nanoparticulas, os quais, muitas
vezes, apresentam apenas seu tamanho especificado. Desta forma, a sintese das
suspensoes de AgNP permitiu a realizagcdo do estudo da especiacéo da prata e a
investigacdo dos efeitos ecotoxicoldgicos dos constituintes das amostras
(estabilizantes e do AgNOs3). O mesmo estudo nao seria possivel com um padrao

de nanoprata comercial.

A utilizacao de amostras sintetizadas e comerciais de TiO»,, com diferentes
formas cristalinas, permitiu tragar um paralelo entre a ecotoxicidade do TiO, P25 a
D. similis (sob radiacdo UV-A) e as demais amostras sintetizadas. Por apresentar
toxicidade cerca de sete vezes maior em relagcdo as amostras sintetizadas de
TiO2, o TiO, P25 disponivel comercialmente mostrou que a sua fotoatividade, tao
util e aplicada na descontaminacao ambiental, também apresenta alta toxicidade a

um organismo aquatico como a D. similis.

As etapas de caracterizacdo das amostras de TiO, e de AgNP (forma,
tamanho e propriedades épticas) e especiacdo da prata foram muito importantes
para observar com detalhes os fatores que influenciaram os resultados de
ecotoxicidade obtidos.

Para a analise da atividade bactericida dos NM estudados, utilizando a
bactéria E. coli, o sistema FIA/Condutimétrico mostrou-se uma ferramenta
interessante, pois permitiu o estudo cinético dos efeitos das amostras de TiO; e
AgNP a esse micro organismo. A incorporacao da radiacao UV-A nos testes com
amostras de TiO, foi bem sucedida, embora a utilizagdo de amostras
concentradas (i.e. 500 e 1000 mgL™) tenham gerado dados inconclusivos. Isto
indica que para a andlise de suspensdes concentradas este método ndo é uma
boa opcao. Por outro lado, para a analise de NM que formam solucdes coloridas
ou escuras, como no caso dos nanotubos de carbono, que dificultam a contagem
de UFC em placas ou até por turbidimetria, o método FIA/Condutimétrico
apresenta-se como uma boa alternativa na avaliacdo da atividade bactericida
deste tipo de material.
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A modificacdo do protocolo utilizado para avaliar a ecotoxicidade do TiOz a
D. similis mostrou que a radiacao UV-A pode ser incluida como novo parametro de
controle em testes ecotoxicoldgicos. Isto facilita a compreensdo dos mecanismos
de toxicidade de compostos fotoativos sob a radiacdo UV-A. Tendo em vista que
as nanoparticulas de TiO2 tém a tendéncia de se depositar no leito dos corpos
aquaticos (Gottschalk et al. 2009), estudos futuros envolvendo este NM e
organismos benténicos trariam informacdes sobre a sua ecotoxicidade ao longo da

cadeia troéfica.

Sob esta 6dtica, testes de ecotoxicidade envolvendo a radiagdo UV-A podem
ser aplicados a outros NM fotoativos, assim como ao TiO, dopado com metal (e.g.
TiOo/Ag). Este tipo de experimento mostra que pode ser viavel a sua aplicagéo

para outros organismos aquaticos e em testes de curta e longa duracao.

Os dados obtidos neste trabalho, no que diz respeito a ecotoxicidade da
nAg e do TiO,, poderdo subsidiar pesquisas futuras que contemplem a
ecotoxicidade de outros NM como os nanotubos de carbono, fulerenos e pontos
quanticos. Adicionalmente, podem ser utilizados diferentes organismos aquaticos
de niveis tréficos distintos. A partir destes estudos sera possivel gerar protocolos e
valores guia essenciais para regular o aporte de NM no ambiente, estabelecidos
por uma regulamentacao adequada.

Sob este aspecto, os dados gerados nesta tese mostraram que
concentragdes na faixa de 1 a 122 g L™ de nAg sdo toxicas a P. subcapitata e
que, possiveis emissbes de nAg no ambiente nesta faixa podem causar sérios
danos ambientais. Adicionalmente, o aporte de TiO> em concentragdes superiores
a 8 mgL" em corpos aquaticos podem agravar estes danos, uma vez que a esta
concentracao, observou-se toxicidade a D. similis.

Desta forma, tanto a D. similis quanto a P. subcapitata podem ser utilizadas
como organismos teste para avaliar a toxicidade do TiO2 e nAg, respectivamente,

presentes em efluentes industriais ou aguas superficiais. E os valores aqui
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apresentados podem ser utilizados como valores restritivos para o aporte destes
NM e desta forma, auxiliando no controle ambiental.

Como os estudos relacionados ao ciclo de vida de produtos contendo NM
S80 escassos, cria-se na comunidade cientifica uma inseguranga quanto a
qualidade do tratamento de efluentes industriais e domésticos gerados por
residuos da industria da nanotecnologia.

Os NM podem causar efeitos adversos em uma ETE (Estacdo de
Tratamento de Esgoto), prejudicando principalmente o tratamento do esgoto
doméstico. Tendo em vista que no Brasil 65,4% do esgoto gerado é despejado in
natura (SNSA 2010), muitos NM podem ser langados nos corpos aquaticos sem
nenhum tratamento e, consequentemente, podem ser aportados nos mananciais
de abastecimento publico. Como consequéncia, a falta de protocolos para a
deteccdo e quantificacdo destes NM nos laboratérios de monitoramento das
agéncias ambientais pode acarretar sérios problemas de saude publica. Neste
sentido, estudos que contemplem esta tematica também sao necessarios e
indispensaveis no cenario atual, da elevada produgcdo e consumo de produtos
contendo NM.
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