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RESUMO

A deterioracdo de argamassas de revestimento decorre de diferentes
formas de ataques, entre elas a biodeterioragcdo. Os principais agentes
causadores desse dano as estruturas na construcdo civil sdo as bactérias,
algas, fungos, liquens e vegetais, 0s quais podem causar agravos
estéticos, estruturais e econdmicos. Uma alternativa para prevenir a
bioincrustacdo nas argamassas € a incorporacao de nanomateriais (NM)
a sua composicao. Dentre os materiais em nanoescala estudados, o 6xido
de zinco (ZnO) se destaca pelas suas excelentes propriedades biocidas ja
comprovadas na literatura. Dessa forma, o presente estudo teve como
objetivo avaliar toxicologicamente nanoestruturas de ZnO através de
testes de toxicidade aguda com microcrustaceo Daphnia magna e com a
bactéria marinha bioluminescente Aliivibrio fischeri, teste de toxicidade
cronica com D. magna, incorporagdo e aplicacdo de nanomateriais em
diferentes concentracdes (0,5 — 2%) em argamassas comerciais e
avaliacdo toxicologica in situ através da aspersdo de solugbes em
superficies que apresentavam bioincrustacdo. Neste estudo, trabalhou-se
com nanobastdes de 6xido de zinco puros (NB de ZnO) e amina-
funcionalizados (NB de ZnO@NH;). Os NB foram caracterizados
através de Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET), Difragdo de
Raio-X (DRX) e Espectroscopia no Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR). A CEsg4sn com D. magna e a CEsgsmin, resultado
dos ensaios com a bactéria A. fischeri, indicaram maior toxicidade aguda
para 0 NB de ZnO@NH,. Nos ensaios com os elutriatos com ambos 0s
organismos, obteve-se também maior toxicidade com o NB de
ZnO@NH,, porém observou-se que 0 aumento da concentracdo de NB
ZnO puro incorporado a argamassa reduzia a toxicidade do elutriato. Os
ensaios em superficies com bioincrustacdo comprovaram esses
resultados, uma vez que a menor concentracdo de incorporacdo de NM
aspergida apresentou melhor resultado na eliminagdo dos
microrganismos. No ensaio de toxicidade crbnica, o NB de ZnO
mostrou-se mais toxico para os parametros reproducdo e longevidade
enquanto que o NB de ZnO@NH, apresentou maior efeito para o
pardmetro crescimento.

Palavras-chave: Nanotoxicologia. Nanobastdo de Oxido de Zinco.
Daphnia magna. Aliivibrio fischeri. Argamassa. Bioincrustacéo.
Biodeterioracéo.



ABSTRACT

The deterioration of rendering mortars is the result of different types of
attack, including biodeterioration. The main cause of biodeterioration is
bacteria, algae, fungi, lichens and plants which can cause aesthetic,
structural and economic damages. An alternative to prevent biofouling
in mortars is the incorporation of nanomaterials (NM). Among the
nanoscale studied, zinc oxide (ZnO) is notable for its excellent biocidal
properties. Thus, this study aimed to assess toxicological ZnO
nanostructures through acute toxicity tests with microcrustacean
Daphnia magna and marine bacteria Aliivibrio fischeri, chronic toxicity
test on D. magna and incorporation and application of nanomaterials in
different concentrations (0,5 — 2%) in commercial mortar and
toxicological evaluation in situ by spraying solutions on surfaces that
had biofouling. In this study, zinc oxide nanorods pure (ZnO NR) and
amine-funcionalized (ZnO@NH, NR) were tested. The NR was
characterized through the techniques of Transmission Electron
Microscopy (TEM), X — Ray Diffraction and infrared spectroscopy. The
ECs to D. magna and the ECsg 15 min to A. fischeri indicated higher acute
toxicity of ZnO@NH, NR. Tests with elutriate with both organisms
were obtained highest toxicity also of ZnO@NH, NR, however, it was
observed that the increase of concentration of ZnO NR pure
incorporated into a mortar, reduced to the elutriate toxicity. The test in
surfaces with biofouling confirmed these results, because the lowest
concentration of NM incorporation (0,5%) sprayed, showed better
results for the elimination of microorganisms. Regarding the chronic
test, effects on reproduction and longevity were observed with ZnO NR
and effects on growth were observed with ZnO@NH, NR.

Keywords: Nanotoxicology. Zinc oxide nanorods. Daphnia magna.
Aliivibrio fischeri. Mortar. Biofouling, Biodeterioration.
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1. INTRODUCAO

Os estudos das manifestacbes patologicas em
edificacbes tém levado cada vez mais em consideracdo a
deterioragdo causada por microrganismos na construgdo
civil. Sabe-se que as patologias encontradas nas edificagdes
ndo sdo ocasionadas apenas por falhas cometidas durante o
projeto ou execucdo da obra, mas também por fatores muitas
vezes deixados de lado, tais como a agressividade do meio
no local onde a estrutura sera executada.

A deterioracdo prematura dos revestimentos de
argamassa € decorrente de diferentes formas de ataque, as
guais podem ser classificadas em fisico -mecanicas,
quimicas e biolégicas (CARASEK, 2015). Em condi¢des
favoraveis, pode ocorrer o crescimento de microrganismos
na estrutura, que além de danos estéticos, podem causar
danos estruturais.

O nome dado as mudancas indesejaveis nas
propriedades do material causadas por microrganismos €
biodeterioracdo (VIDELA, 2003). Este fendmeno ocorre
principalmente devido aos processos metabolicos dos
organismos incrustados, pois estes microrganismos liberam
acidos organicos e inorganicos durante o seu ciclo de vida
(LOPES et al., 2003).

Os métodos mais utilizados para cessar essa
bioincrustacdo sdo os métodos de intervengdo. Métodos
como a utilizacdo de jatos de agua e aplicacdes de biocidas
vém sendo deixados de lado uma vez que sdo paliativos,
removem 0s organismos temporariamente. Além disso, a
utilizacdo de biocidas ndo vem sendo bem aceita devido aos
problemas com sua toxicidade e potencial de causar danos ao
meio ambiente (FONSECA et al, 2010).

Nesse contexto a nanotecnologia surge como uma
alternativa para amenizar e/ou resolver estes problemas
através da aplicacdo de nanomateriais (NM) que combinam a
reducdo da quantidade de material utilizado, elevada
eficiéncia e a reducédo de custos.
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A nanotecnologia é baseada no conhecimento e
dominio de processos, materiais e produtos na escala
nanométrica (10° m) (ROSSETTO, 2012). Nascida da uni&o
da pesquisa basica em fisica, quimica e biologia a
nanotecnologia é considerada uma das tecnologias mais
promissoras devido a sua multidisciplinaridade (ISO, 2008).

O objetivo da insercdo dessa tecnologia no mercado é
modificar as propriedades quimicas e fisicas de materiais.
Hoje, a nanotecnologia € utilizada nas mais distintas areas,
tais como, alimenticia, eletrdnica, farmacéutica,
biotecnoldgica, cosmética, médico-hospitalar, agricola e de
seguranca nacional.

O o6xido de zinco (ZnO) é um material intensamente
investigado na literatura devido as suas propriedades
quimicas e fisicas, que proporcionam sua utilizagdo em
diversas aplicagbes (SOUZA et. al., 2014). Os estudos
envolvendo a aplicacdo de nanoestruturas de ZnO ressaltam
suas diversas propriedades e entre elas, principalmente a sua
propriedade biocida (VICENTINI et al., 2010; GHULE et
al., 2006).

A nanotecnologia é uma ciéncia recente e ndo existem
politicas especificas para controlar os efeitos dos NM no
meio ambiente e na salide humana. Até entdo, ndo se sabe a0
certo as consequéncias do crescimento da aplicacdo desses
compostos na garantia de qualidade de vida e na preservagdo
do meio ambiente (ROSSETTO, 2012). Dessa forma, a
nanotoxicologia surge como um ramo da toxicologia
destinado ao estudo das interagBes dos nanomateriais e de
suas nanoestruturas com o0s 0 sistema biolégico e 0 meio
ambiente.

Assim sendo, 0 presente estudo visa a avaliacdo da
toxidade da incorporacdo de nanobastbes (NB) de ZnO a
composicdes de argamassa comercial, explorando as
propriedades biocidas do 6xido metalico e assim tornando-se
uma op¢&o na prevengdo de bioincrustacéo e biodeterioragdo
na construgdo civil.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a toxicidade da incorporacdo de NB de ZnO
puros e funcionalizados a composicGes de argamassa
comercial.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar os NM através de técnicas
fisico-quimicas;

e Realizar ensaios de toxicidade aguda das
suspensGes de NB de 2ZnO puros e
funcionalizados utilizando o microcrustaceo
Daphnia magna;

e Realizar ensaios de toxicidade aguda das
suspensGes de NB de 2ZnO puros e
funcionalizados  utilizando a  bactéria
Aliivibrio fischeri;

e Auvaliar os efeitos cronicos do NB de ZnO
puros e funcionalizados causados ao
microcrustaiceo D. magna quanto a
longevidade, crescimento e reproducao;

e Determinar a toxicidade aguda do elutriato de
amostras sélidas de diferentes composicdes
da mistura argamassa comercial pura e com
NM incorporados;

e Auvaliar a atividade biocida de solugdes de
NB de ZnO in situ, em paredes que
apresentam bioincrustagdo em sua superficie.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 BIOINCRUSTACAO E BIOTRANSFORMACOES

A bioincrustacdo pode ser definida como a fixacdo de
organismos Vvivos, microscépicos ou ndo, a quaisquer
substratos. Essa associagdo pode acarretar tanto em
consequéncias benéficas quanto danosas. A termologia para
esses termos ainda ndo estd bem estabelecida. De qualquer
forma, Allsopp et al. (2004) define as biotransformagfes
desejaveis como biodegradacdo enquanto que as
transformacbes deletérias como biodeterioracéo.
Biodegradacdo remete, por exemplo, a biodegradacdo de
plésticos e residuos industriais, ou seja, a habilidades dos
organismos de processar um  material  residual.
Biodeterioracdo, segundo Hueck (1968), é qualquer mudanca
indesejavel nas propriedades de materiais causadas pela
atividade metabdlica dos organismos.

3.1.1 Biodeterioragdo na Construcéo Civil

Ap6s a construcdo, as edificacdes estdo
inevitavelmente sujeitos a colonizagdo por organismos que
podem induzir uma degradacdo a estrutura. Esses
organismos podem ser bactérias, algas, cianobactérias,
fungos, liquens e vegetais (TRAN et al., 2013). A
bioincrustacdo e consequentemente a biodeterioragdo podem
causar problemas estéticos, muitas vezes estruturais e perda
econdmica uma vez que se faz necessario investimento na
manutencdo e reparagdo das fachadas. Tran et al. (2013)
ainda afirma que nesses ambientes, fatores como inclinacéo,
orientacdo, distancia entre o0 solo e a exposicdo a sombra
influenciam tanto quanto porosidade, rugosidade da
superficie, composicdo quimica e pH.

A deterioracdo causada pelos agentes bioldgicos pode
ocorrer através de varios mecanismos. Entre eles, estd a
liberacdo de &cidos inorganicos, pelos processos vitais das
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bactérias quimiolitotréficas, e &cidos organicos devido a
presenca das bactérias quimiorganotrdficas (LOPES et al.,
2003).

Em construgfes, as argamassas sdo amplamente
utilizadas sejam elas de revestimento interno ou externo, de
assentamento ou de rejunte. O enfraguecimento das
propriedades desses materiais € um problema recorrente.
Segundo Kurth (2008), aproximadamente 30% das
alteracGes visiveis nas construcdes € devido ao impacto da
acao de organismos.

Os procedimentos usuais para a prevengdo da
biodeterioracdo sdo os métodos de intervencdo. Métodos
guimicos sdo os mais frequentemente utilizados, porém, os
biocidas ndo vém sendo bem aceitos, pois ndo promovem
uma longa duragdo da protecdo fazendo com que sejam
necessarias varias reaplicacfes do produto (RUSSEL &
CHOPRA, 1990). Além da curta durabilidade, Tiano (1998)
afirma que a aplicacdo desses produtos envolve outros
problemas como alta toxicidade e danos ao meio ambiente.

Em sua pesquisa, Fonseca et al. (2010), analisou a
reducdo da bioincrustacdo através de dois experimentos:; a
inoculacdo de cianobactérias e espécies clorofiladas em
amostras solidas de argamassa tratadas e a aplicacdo de
solucBes aquosas em uma parede externa coberta por
organismos. O estudo visava a compara¢do do potencial
biocida de trés tipos de tratamento, dois biocidas
convencionais e aplicacdo de nanoparticula (NP) de di6xido
de titdnio com cerca de 20 nm. A conclusdo desse estudo
confirmou que a incorporacdo de NM € uma alternativa para
prevenir a bioincrustagcdo nas argamassas.

3.2 NANOTECNOLOGIA

Segundo Rangel & Ferreira (2009) o termo
nanotecnologia foi introduzido pelo engenheiro japonés
Norio Taniguuchi, em 1974, para designar uma nova
tecnologia que ia além do controle de materiais e da
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engenharia em microescala. Com o passar do tempo, o
conceito do termo foi modificado, sendo a definicdo atual
mais aproximada a formulacéo de Eric Drexler nos anos 80,
onde a nanotecnologia correspondia a metodologia de
processamento envolvendo a manipulagdo “4tomo a atomo”.

De acordo com a Zarbin (2007) e Poole & Owens
(2003), nanotecnologia é o estudo de materiais cujos
tamanhos das particulas que os constituem encontram-se na
faixa dos nandmetros e que tem aplicagdo no mundo real. O
termo nanotecnologia estd associado a um grupo
multidisciplinar envolvendo éareas da fisica, quimica,
biologia, engenharia, processos eletrdnicos, materiais,
aplicagdes e conceitos em que a caracteristica determinante é
o tamanho (1SO, 2008).

Desta forma, NM sdo materiais que apresentam pelo
menos uma das trés dimensdes em escala nanométrica, entre
1 e 100 nandmetros, e que apresentam propriedades
diferentes dos mesmos materiais em escala atbmica,
molecular ou bulk devido efeitos de tamanho e superficie
(MARTINS & TRINDADE, 2012). Os NM possuem
dimens6es intermediarias entre as moléculas e as particulas
submicrométricas (MARTINS & TRINDADE, 2012).

Em termos tecnoldgicos, a primeira motivacédo para o
desenvolvimento de NM estd associado a reducdo das
dimensfes de dispositivos, aumentando sua compactacdo
devido a insercdo de material em nanoescala. No entanto,
mais que a procura pelo simples beneficio direto da reducéo
de tamanho, a grande motivacao para o desenvolvimento de
objetos e dispositivos nanométricos reside no fato que novas
e incomuns propriedades fisicas e quimicas surgem nessa
nova escala (MELO & PIMENTA, 2004). Conforme
relatado por Zarbin (2007), todas as propriedades do material
(6ticas, elétricas, magnéticas, de transporte, cataliticas, etc),
manifestam-se a partir de um determinado tamanho. Quando
as particulas deste material possuem dimensfes abaixo desse
tamanho dito critico, esta propriedade se torna diferenciada.
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Para Fortunato (2005), a nanotecnologia pode ser
definida em trés vertentes principais: nanoeletronica,
nanobiotecnologia e nanomateriais (NM). A primeira esta
associada a tecnologias de informacdo e computacéo,
permitindo a manipulacdo de quantidades de informacdo
extremamente grandes associadas a rapidas velocidades de
processamento; a segunda associando a engenharia a
nanoescala com a biologia para manipular sistemas vivos ou
construir materiais biologicamente e a terceira, controlar as
dimensdes nanométricas das substancias ou particulas para
produzir materiais nanoestruturados.

Os setores que mais tém se destacado no langamento
de produtos obtidos por via nanotecnoldgica, ou contendo
nanotecnologia embarcada, sdo: energético, de iluminagéo,
automobilistico, de embalagens, cosméticos, téxteis,
farmacéuticos e esportivos (ABDI, 2011). Tendo empresas
atuantes em diferentes etapas da sua cadeia produtiva, como
apresentado na Figura 1.

Figura 1 - Cadeia produtiva da nanotecnologia.
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processados, containe-
res de plastico etc.

Fonte: (LQES/UNICAMP, LQES/UNICAMP, apud ABDI, 2011).
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3.21 ZnO e sua Acdo Biocida

O ZnO é um material intensamente investigado na
literatura devido as suas propriedades quimicas e fisicas, que
proporcionam sua utilizagdo em diversas aplicacbes como:
diodos emissores de luz, células solares, sensores de gas,
fotocatélise, entre outros (SOUZA et al, 2014). Além disso,
segundo Vicentini et al. (2010), o ZnO é amplamente
utilizado por apresentar excelentes propriedades biocidas
inclusive em pH neutro, devido a formacdo de peréxido de
hidrogénio (H,0O;) na superficie dos NM (Equag&o 1).

Zn0 + H,0 - Zn?* + H,0, (Equacéo 1)

O H,0, é um poderoso agente oxidante e apresenta
maior reatividade que as moléculas de oxigénio (GHULE et
al., 2006). Sua agdo esta relacionada a producéo de radicais
hidroxilas no meio intracelular, esses radicais livres atacam
0s seguintes componentes celulares: lipidios, proteinas e
DNA (PERES, 2005).

No estudo de Yamamoto et al. (2001) foram avaliados
os efeitos do tamanho das NP sobre a atividade biocida de
pos de ZnO. Observou-se que quatro fatores podem afetar a
atividade dos pds ceramicos, sendo eles: eluicdo dos catios a
partir do pé, geracdo de oxigénio ativo a partir da superficie
do pd, o pH e a destruicdo mecéanica da membrana celular.
Nesse mesmo estudo, ao medir as alteragdes na
condutividade elétrica com o crescimento de bactérias,
verificou-se que a atividade biocida é aumentada com a
reducdo do tamanho de particula do ZnO e que sua atividade
biocida é resultado da geracdo de H,0, a partir da superficie
de ZnO.

Em outro estudo, Xia et al, (2008) verificou que o
ZnO absorvido pelas células é rapidamente dissociado
(conforme equacéo 1) e fons Zn*? séo liberados, aumentando
a concentracdo desse ion dentro da célula e prejudicando a
atividade mitocondrial.
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No estudo de Vicentini et al. (2010) foram preparados
filmes nanocompoésitos de quitosana com NP de ZnO
visando a aplicacdo em curativos dérmicos hidrofilicos para
feridas e queimaduras. Os filmes foram testados com as
bactérias Escherichia coli e Staphylococcus. Aureus e
revelaram que a presenca das NP de ZnO inibiu totalmente o
crescimento destas bactérias. Em outro estudo, Ghule et al.
(2006) avaliou as propriedades biocidas de papel de parede
preparado com a deposi¢do de NP de ZnO sobre as fibras de
celulose . Nesse estudo foi observado um aumento do efeito
biocida do papel com NP ZnO para a bactéria E. coli com o
aumento do tempo de exposicdo passando de 1 h para3 h e
com a presenca da luz UV. Bellotti et al. (2015) comprovou
o potencial fungicida de NP de ZnO através da adi¢cdo do
NM em tintas de pintura interna a base de agua. Porém, em
comparagdo com os outros NM analisados (NP de prata e NP
de cobre), a adicdo de NP de ZnO apresentou a menor
eficiéncia que as demais. Entretanto, Bellotti et al. (2015)
ressalta que a concentracdo desse NM ndo foi a efetiva
necessaria para a obtencdo de um resultado mais
significativo.

Corroborando com  os  autores  indicados
anteriormente, Horie et al. (2009 apud SUMAN, 2015),
constatou que as NP de ZnO apresentavam uma alta
toxicidade mesmo em concentragdes baixas e além disso,
demonstraram uma forte capacidade de adsorcdo de
proteinas.

Com o surgimento da nanociéncia e nanotecnologia,
verificou-se uma enorme variedade de nanoestruturas tais
como nanofios, nanobastdes (NB), nanofitas, nanocabos e
nanotubos. Com isso, varias formas alotrépicas do ZnO
foram desenvolvidas, dentre elas os NB de ZnO. Da mesma
forma, diversas técnicas vém sendo desenvolvidas para
potencializar o uso desses materiais. Uma delas é a
funcionalizagdo dos NM, a qual consiste na modificacdo da
superficie através da ancoragem por ligacbes quimicas de
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diferentes grupamentos quimicos que irdo alterar algumas
propriedades nestes NM.

No caso, a funcionalizacdo do NB de ZnO pode ser
realizada para modificar as propriedades do ZnO, conferindo
a ele novas propriedades. Uma das principais inten¢des da
funcionalizacdo neste caso é reduzir a exposicdo total da
superficie do NB (Figura 2), evitando que o efeito biocida
seja intenso num primeiro estagio, objetivando também uma
reducdo na toxicidade. A funcionalizacdo atua como um
revestimento “shell” e pode ainda alterar o carater &cido-
basico do NM.

Figura 2 - Esquema ilustrativo da funcionalizagdo do NB de ZnO
com @NH.,.

DMSO, 110°C
_—

NB de ZnO
NB de ZnO@NH;

H

. O
D NHp N
N S~o
[}

Fonte: Banco de dados LABTOX.
3.3 TOXICOLOGIA AMBIENTAL

Segundo Brilhante & Caldas (1999), toxicologia
ambiental estuda as interacdes tdxicas de substancias
guimicas no ecossistema e sua capacidade de afetar a
fisiologia normal de organismos vivos. Complementando a
definicdo, Yu (2005) afirma que trata-se de uma ciéncia
multidisciplinar que engloba muitas areas de estudo, como
biologia, quimica, bioquimica, estudos de solo, agua,
atmosfera e estatistica.

Como extensdo da toxicologia ambiental tem-se a
ecotoxicologia, termo definido por René Truhaut em 1969.
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Ronco et al. (2004), a define como sendo uma é&rea
especializada da toxicologia ambiental, cujos objetivos dos
estudos estdo baseados nos efeitos ocasionados por agentes
quimicos e fisicos sobre a dindmica das populacbes e
comunidades integrantes de ecossistemas definidos.

Os dados mais comuns obtidos para a identificacdo do
risco toxicolégico provém de bioensaios (BRILHANTE &
CALDAS, 1999). Através deles, estima-se a magnitude do
problema da exposicdo de grupos de organismos a
determinado xenobiético.

3.3.1 Nanotoxicologia

A ciéncia e tecnologia em nanoescala tém atraido
consideravel atencdo nos ultimos anos pela expectativa dos
impactos que 0s materiais nanoestruturados podem causar na
melhoria econdmica, na qualidade de vida e na preservacao
do meio ambiente (ROSSETTO, 2012).

Com o crescente interesse e desenvolvimento na area
de nanotecnologia, surge uma ampla discussdo sobre o0s
potenciais riscos associados a exposicao de organismos e ao
meio ambiente como um todo. Isso por que, a alteracdo das
propriedades dos materiais quando em escala nano pode
provocar alteracdo do seu potencial toxicoldgico. Por ser
uma ciéncia relativamente nova, os bancos de dados
referentes ao risco toxicologico desses materiais ainda sdo
pequenos e incompletos. O estudo deste problema é uma das
necessidades prioritarias no campo da nanotoxicologia
(MONSERRAT, 2010).

Dessa forma, entende-se que nanotoxicologia é a
ciéncia que objetiva o estudo da toxicidade dos NM em
relacdo ao homem e ao meio ambiente. Segundo Donaldson
et al. (2004), é um termo construido para lidar com as novas
ameacas potenciais que o uso generalizado de novas NP
poderia trazer em apoio ao crescimento de uma industria de
nanotecnologia, segura e sustentavel.
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De acordo com Paschoalino (2010), alguns estudos
sugerem que os NM, por sua pequena dimensdo, podem ter
uma permeabilidade maior através da pele, mucosa e
membranas celulares, podendo ter efeito tdxico ampliado, ja
que possuem uma reatividade superior, principalmente
devido ao aumento da &rea superficial.

Drobne (2007), por exemplo, afirma que os alvos
mais relevantes de indugdo de toxicidade gerada pelas NP
sdo a membrana celular, mitocondrias e o nicleo da célula.

Tendo em vista 0 crescimento da nanociéncia e da
preocupagdo das consequéncias de sua aplicagdo ao meio
ambiente, o Laboratério de Toxicologia Ambiental —
LABTOX desenvolve desde 2008 pesquisas relacionadas a
sintese e a funcionalizacdo de NM além de realizar a
avaliacdo toxicologica destes. Como mencionado por
Drobne (2007), ndo é possivel definir de que modo todos os
NM agem sobre os sistemas biolégicos pela analise de um
Gnico composto. Isso por que, além do tamanho, sua
composicdo, concentracdo, instabilidade e outros fatores
também interferem no seu comportamento dentro dos
organismos. Neste contexto, 0 LABTOX faz parte de uma
Rede Cooperativa de Pesquisas em Nanotoxicologia
financiada pelo CNPqg, que tem como principal objetivo,
através da cooperacdo entre UFSC e outras universidades
nacionais e internacionais, contribuir para o banco de dados
toxicologicos dos NM.

3.3.2 Testes Toxicolégicos

Os testes de toxicidade sdo ensaios laboratoriais que
tém como objetivo avaliar os efeitos nocivos das substancias
a serem analisadas, bem como o seu grau de toxicidade sobre
organismos vivos (ROSSETTO, 2012). Segundo Knie &
Lopes (2004), os testes ecotoxicolégicos possuem diversas
aplicagdes, entre elas licenciamento de produtos quimicos,
fiscalizacdo de efluentes, monitoramento de qualidade de
aguas, entre outros. Atualmente, 0s ensaios ecotoxicoldgicos
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destinam-se a investigacdo do efeito toxico ou nocivo de
uma determinada substancia para o organismo, e quando
comprovado, este efeito e 0 grau de toxicidade do material
analisado sdo identificados. Essas informag@es sdo de grande
valia na tomada de decisdes, tais como na comparacdo de
materiais diferentes para aplicacdo, nas medidas que devem
ser realizadas para minimizar os impactos causados, e de que
forma tal intervencdo atinge o meio ambiente exposto.

De acordo com Rand et al (1995), a toxicidade
depende das propriedades, tempo de exposicdo e
concentracdo da substancia quimica a qual o organismo é
exposto. Os testes de toxicidade podem ser realizados no
local de origem do organismo (in situ) ou em laboratdrio.

3.3.2.1 Organismos-testes

Organismos-teste  sdo  espécies mantidas em
laboratdrio e cujos conhecimentos de sua biologia sdo bem
estabelecidos para que possam ser utilizadas como
indicadores da toxicidade. Tanto a forma de cultivo como as
metodologias de ensaio para estes organismos sao definidas
em normas técnicas, permitindo a reprodutibilidade dos
resultados (ARENZON et al., 2011).

Arenzon et al. (2011) ressalta que a escolha desses
organismos-teste, precisa considerar o nivel tréfico que ele
esta inserido: produtores primarios (p. e. algas),
consumidores  primarios  (p. e.  microcrustaceos),
consumidores secundarios (p. e. peixes) ou decompositores
(p. e. bactérias).

Segundo Matias (2005), a selecdo desses organismos
deve levar em consideragcdo também 0s seguintes aspectos:
facilidade de reproducdo, facilidade de cultivo quando
necessario, velocidade de crescimento e desenvolvimento,
disponibilidade no mercado e facilidade de manipulagéo.

3.3.2.1.1 Microcrustaceo D. magna
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D. magna Straus, 1820 (Cladocera, Crustacea),
vulgarmente conhecida como  “pulga d’agua” é um
microcrustaceo plancténico, com comprimento de 0,5 mm na
fase jovem e 5 - 6 mm na fase adulta. Atua como
consumidor primario na cadeia alimentar aquatica,
alimentando-se por filtracdo de material organico particulado
em suspensdo, principalmente algas. Os organismos deste
género tém larga distribuicdo no hemisfério norte (NBR
12.713, 2010).

As D. magna se reproduzem por partenogénese
ciclica, por isso, as populagbes consistem quase que
inteiramente de fémeas. A producdo de machos é estimulada
principalmente por causa de baixas temperaturas, ou alta
densidade de individuos e subsequente acumulacdo de
produtos de excre¢do, efou uma diminuicdo de
disponibilidade de alimento. Estas condi¢des podem induzir
0 aparecimento de ovos sexuados, ou efipios (FLOHR,
2007).

Segundo Clare (2007), as condicGes ideais do meio de
cultura destes organismos compreendem temperatura
variando em 20+2, pH entre 6,5 e 9,5 sendo o pH 6timo
entre 7,2 e 8,5 e dureza acima de 150 mg/L de CaCO3 (aguas
duras).

Segundo Knie & Lopes (2004), as vantagens da
utilizacdo desse organismo em bioensaios normatizados s&o:
facilidade de cultivo em laboratério, producdo de
descendentes geneticamente idénticos garantindo
uniformidade nos testes, reage sensivelmente a varios
agentes nocivos e seu ciclo de vida e reproducéo sdo curtos.

Na Figura 3 é possivel visualizar o microcrustaceo D.
magna bem como partes de sua estrutura.
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Figura 3 — Microcrustaceo D. magna.

Fonte: A autora.
3.3.2.1.2 Bactéria marinha bioluminescente A. fischeri

A. fischeri € uma bactéria marinha bioluminescente,
gram-negativa, anaerébia facultativa. Em condigBes
ambientais favordveis essas bactérias emitem luz
naturalmente, necessitando somente de condi¢Ges de
oxigénio de 0,5 mg/L (KNIE & LOPES, 2004) e salinidade.

Durante seu metabolismo o microrganismo utiliza
parte da energia obtida no ciclo de Krebs para emitir luz. Ao
entrar em contato com substancias tdxicas a producdo de
energia é inibida e as bactérias cessam ou diminuem a
emissédo de luz (UMBUZEIRO & RODRIGUES, 2004).

Segundo Fuzinatto (2009), A. fischeri possui uma
distribuicdo global, sendo encontrada nos oceanos, em vida
livre ou associada a outros organismos marinhos, como por
exemplo, a lula Euprymna scolopes.

A norma referéncia para ensaios é a NBR 15411-3
(ABNT, 2006), que especifica ensaios toxicolégicos com a
bactéria bioluminescente utilizando-a na sua forma
liofilizada. Para a realizagdo do teste as amostras devem
possuir pH entre 6 e 8,5. Caso ndo se encontrem nessa faixa,
0 pH deve ser ajustado para 7+ 0,2. Além disso, a amostra
deve possuir salinidade minima de 20g/L e apresentar-se
com pouca cor e turbidez.
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4. MATERIAIS E METODOS

Os ensaios laboratoriais, a aplicacdo de solugdes de
NB de ZnO puros e funcionalizados a superficies com
presenca de microrganismos e a exposi¢do de amostragens as
intempéries em um ambiente propicio a bioincrustacdo
foram conduzidos nas dependéncias do Departamento de
Engenharia Sanitaria ¢ Ambiental na Universidade Federal
de Santa Catarina (UFSC). Os ensaios de bancada e a
sinteses dos nanomateriais utilizados foram realizados no
Laboratério de Toxicologia Ambiental (LABTOX).

4.1 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
4.1.1 Equipamentos

Os equipamentos utilizados no desenvolvimento da
pesquisa estdo listados na Quadro 1.

Quadro 1 - Listagem dos equipamentos utilizados.

Equipamentos Especificacoes
Balanca analitica Shimadzu - AUY220
Estufa de secagem e esterilizagdo SPLabor
Centrifuga Parsec, CT-0603
Capela SPLabor
Agitador magnético Biomixer - 78HW-1
Microscopia Eletronica de TEM JEM 1011 - Laboratério Central de
Transmissdo (MET) Microscopia Eletronica (LCME) da UFSC

Q500 Sonicator -QSonica 500W, sendo

Ultrassom utilizado com 30% de sua potencia (150 W)

X’Pert, Philips - Laboratorio de

Difratdbmetro de raios-X (DRX . .
ifratometro de raios-X ( ) Caracterizagdo Microestrutural (LCM) da

Bruker - FT-IR ALPHA (4000 - 400 cm') -
Espectrémetro de Infravermelho | Central de Analises do Departamento de
Quimica da UFSC

Fonte: A autora.
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4.1.2 Reagentes

Os reagentes e solventes utilizados para a realizacdo
dos experimentos e caracterizacdo dos produtos estdo
listados no Quadro 2, seguida das suas respectivas
procedéncias.

Quadro 2 - Reagentes utilizados nos experimentos.

Reagentes Pureza Fabricante Local
Acetato de zinco diidratado (Acetato de Zn) >98% Sigma-Aldrich| St. Louis, USA
Hidréxido de potéssio (KOH) 88% J. T. Baker México, MX
3-[2-(2-aminaetilamina)etilamina] propil-
trimetoxisilano (@NH,) NI ACROS New Jersey, USA
Metanol (MeOH)PA 99,80% Synth Diadema, SP
Etanol (EtOH)PA 99,50% Synth Diadema, SP
Dimetilsulféxido (DMSO) 99,90% Synth Diadema, SP
Agua de osmose reversa 18,2 Mohm
cma25°C

*NI — Nao Informado
Fonte: A autora.

4.2 SINTESE DOS NANOMATERIAS
421 Sintese dos NB de ZnO

Os NB de ZnO foram sintetizados seguindo a
metodologia proposta por Yang et al. (2011), com algumas
adaptacdes conforme fluxograma ilustrado na Figura 4. As
massas equivalentes a 60 mmol (13,20 g) de acetato de zinco
e 130 mmol (7,4 g) de KOH foram solubilizadas em 60 mL e
40 mL de metanol, respectivamente. Em seguida, as duas
solucdes foram misturadas e mantidas sob refluxo a 60°C por
72 h. Os NB de ZnO foram separados por centrifugacéo,
lavados trés vezes com agua e etanol e secos na estufa a 50
°C por 24 h.

A vantagem desta sintese em relacdo as sinteses
tradicionais de nanoestruturas de ZnO é a auséncia da etapa
de tratamento térmico, reduzindo o custo do NM sintetizado.
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Figura 4- Fluxograma de sintese dos NB de ZnO.
Sintese dos NB de ZnO

13,20 g de Acetato Zn 7,4 g de KOH
60 mL de MeOH 40 mL de MeOH

Agitacdo

Mistura dos produtos
solubilizados

Agitacéo e Refluxo, 60 °C, 72 h.
[ NB de ZnO ]

1 - Lavagem com H,0O (3x);
2 —Lavagem com EtOH(3x);
3 — Secagem, 50 °C, 24h.

[ NB de ZnO ]

Fonte: A autora.

4.2.2  Funcionalizacdo dos NB de ZnO

Os NB de ZnO foram funcionalizados de acordo com
a metodologia proposta por Yang et al. (2011), com algumas
alteragdes conforme fluxograma ilustrado na Figura 5. Um
grama de NB de ZnO foi suspensa em DMSO com auxilio
do ultrassom. Na suspensdo coloidal resultante foi
adicionado o 3-[2-(2-aminaetilamina)etilamina] propil-
trimetoxisilano e mantido sob refluxo a 110 °C por 3 h. Em
seguida, os NB de ZnO@NH, foram lavados com etanol e
secos. Depois de secos, os NB foram lavados
excessivamente com &gua e secos novamente.

A funcionalizacdo dos NM sintetizados teve como
principal objetivo tentar reduzir a exposicdo total da
superficie do NB evitando assim que seu efeito biocida seja
intenso num primeiro estagio de exposicao.
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Figura 5 - Fluxograma de funcionalizagdo dos NB de ZnO.
Funcionalizacdo dos NB de ZnO

N
1,0 g NBde ZnO
40 mL de DMSO

J
Ultrassom, 5 min., (30%, 150 W)

~

[Solugéocoloidal <——[ 9 ml de @NH, ]

1 - Refluxo, 110 °C, 3 h;

2 - Lavagem com EtOH (3x);
3 - Secagema 50 °C, 24 h;

4 - Lavagem com H,0.

NB de ZnO@NH,
Fonte: A autora.

4.3 CARACTERIZACAO DOS NM
4.3.1 Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)

A morfologia e 0 tamanho dos NB de zZnO foram
analisados via MET (Quadro 1). O microscopio fornece
imagens que permitem a visualizacdo dos materiais em
escala nanométrica, podendo assim identificar a estrutura
morfoldgica, o tamanho e o diametro dos NM.

O método de preparacdo da amostra para a analise de
MET consistiu em depositar uma gota da solucdo de NB de
ZnO 1 g/L, previamente sonicada no ultrassom por 3 min,
sobre um filme de carbono amorfo de 3-5 nm de espessura
suportado sobre uma grade de cobre de 300-400 mesh e 3
mm de didmetro Figura 6. Em seguida, a amostra foi seca a
temperatura ambiente por 24 h.

O meio diluente utilizado no ensaio foi agua ultra
pura.
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Figura 6 - Representagdo do método de preparacdo de amostra para
MET.

Grade de cobre
SR

Fonte: A autora.
4.3.2 Difracdo de Raio-X (DRX)

A pureza dos NB de ZnO foi verificada via DRX.
Como resultado, o aparelho fornece dados para plotagem do
difratograma. No difratograma sdo identificados os picos
caracteristicos da fase cristalina do material puro.

A amostra de p6 do NB de ZnO foi prensada para a
formag&o de uma pastilha de aproximadamente 3,4 mm. Esta
pastilha foi inserida no compartimento do equipamento. O
angulo de difracdo em 26 foi registrado de 5 a 80° &
temperatura ambiente e o tubo utilizado como fonte dos
raios-X foi o cobre, CuKa, com A = 1,54056 A.

4.3.3  Espectroscopia no Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR)

Nos espectros de FTIR € possivel identificar as
bandas caracteristicas dos grupos funcionais presentes nas
amostras. Para realizar as andlises de FTIR foram preparadas
pastilhas das amostras da molécula funcionalizante @NH e
dos NM com KBr anidro.
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44 ENSAIOS TOXICOLOGICOS

4.4.1 Preparagdo das amostras de NM para 0s ensaios
toxicoldgicos

Os ensaios de bancada foram realizados com dois
tipos de amostras, os NB de ZnO puros e funcionalizados
diluidos nos meios especificos para cada ensaio toxicoldgico
dependendo do organismo a ser exposto, e 0s elutriatos
preparados a partir de composi¢des de argamassa de rejunte
com diferentes porcentagens de NM adicionadas. A
preparacdo dos elutriatos teve a intencdo de aproximar 0s
resultados obtidos em bancada da realidade do emprego do
rejunte como produto final. Considerando a lixiviacdo e 0
carreamento de parte de sua composi¢do por meio da chuva
ou situacBes de grande umidade encontradas em ambientes
internos.

As solugdes de NB de ZnO e NB de ZnO@NH, foram
preparadas a partir da pesagem dos NM em uma balanca de
precisdo analitica. Os possiveis aglomerados foram dispersos
no meio especifico do teste com auxilio do ultrassom
(Quadro 1).

Para os ensaios com o elutriato, foram seguidas as
recomendacbes da NBR 15.469 (ABNT, 2007). A norma
indica a proporcdo de uma parte de sedimento para quatro
partes de agua de diluicdo. A preparacdo das amostras
solidas levou em conta proporcdes de preparo indicadas pelo
préprio fabricante da argamassa de rejunte base dos ensaios -
1 kg da argamassa comum a 250 mL de dgua e 1lkg de
argamassa com propriedades biocidas para 255 mL de agua.
Dessa forma, para a obtengdo de uma massa sélida de peso
total de 30 g, foram adicionados 7,5 mL de adgua de osmose
para a argamassa comum e 7,65 mL para argamassa com
propriedades biocidas. A massa resultante da mistura foi
aplicada em moldes de 8x8x0,2 cm conforme mostrado na
Figura 7.
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Figura 7 - Amostras s6lidas para a extragdo do elutriato.

Fonte: A autora.

As amostras permaneceram em repouso por 48 h. Em
seguida, foram submetidas a agitacdo constante por 30 min
em um béquer de 1 L com um volume de 120 mL de meio
diluente (Figura 8). Depois desse tempo, foram deixadas em
repouso por 1 h para entdo, obter-se o elutriato.

Fonte: A autora.
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Para os ensaios em superficie foram preparados duas
amostras distintas, sendo uma delas: solugdes com diferentes
porcentagens de adi¢cdo de NM a &gua de osmose e outra,
adicdo direta de NM a argamassa para posterior simulacdo
de aplicacdo na construgdo civil.

4.4.2  Andlises Toxicoldgicas

Das andlises toxicoldgicas foram realizados testes
agudo e cronico utilizando o organismos-teste D. magna,
testes de toxicidade aguda com a bactéria marinha
luminescente A. fischeri, andlises através de comparacgdo de
imagens de superficie com ocorréncia de bioincrustacéo pré
e pés-aplicacdo de solucdes de NB puros e funcionalizados e
exposicdo de diferentes composicdes de NM adicionados a
argamassa a um ambiente visando a possibilidade de
ocorréncia de bioincrustagéo.

4.4.3 Cultivo de D. magna

O cultivo do microcrustaceo D. magna é mantido de
acordo com as recomendagfes da ABNT NBR 12.713/2010
pelo proprio LABTOX. A cultura dos organismos-testes é
mantida em béqueres de vidro de 2000 mL com
aproximadamente 1,5 L de agua de cultivo. O cultivo é
mantido em estufa com temperatura variando em 20 £ 2°C e
luminosidade controlada por fotoperiodo de 16 horas de luz.

A manutencéo da cultura é feita trés vezes por semana
onde a agua de cultivo M4 (NBR 12.713, 2010) é trocada e
uma nova quantidade de alimento, algas unicelulares como
Scenedesmus subspicatus, é disponibilizada para o lote. Os
organismos adultos sdo transferidos para o novo meio de
cultivo, os filhotes sdo utilizados nos testes toxicoldgicos
realizados no laboratério. Os filhotes que ndo utilizados para
testes sdo descartados num recipiente com hipoclorito de
sodio (NaClO).
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Todos os procedimentos relacionados a cultura das D.
magna se refletem na sua sensibilidade. Logo, séo realizados
periodicamente testes de sensibilidade com dicromato de
potassio (K,Cr,0;) como descreve a norma ISO 6341
(2012), que sdo mantidos em uma carta-controle. A faixa de
sensibilidade recomendada para a utilizacdo dos organismos
nos testes é entre 0,6 mg/L e 1,7 mg/L de CEsg 4gn,

444 Teste Agudo com D. magna

A metodologia do teste de toxicidade aguda utilizando
D. magna como organismo-teste foi realizada de acordo com
a NBR 12.713 (ABNT, 2010). O teste consiste na exposi¢do
de neonatos (2 até 26 horas de vida) a uma concentracdo da
substancia a ser testada diluida no meio ISO, por um curto
intervalo de tempo (48 h). O ensaio ¢ realizado em duplicada
para cada diluicdo. Em cada recipiente do teste foram
adicionados 25 mL de amostra e colocados 10 neonatos de
D. magna.

Neste ensaio ndo houve troca de meio de cultivo ou
alimentacdo. Como resultado foi observado efeitos sobre a
capacidade natatoria ou imobilizacdo do organismo-teste.
Ap6s 48 horas, o numero de neonatos imoéveis é
contabilizado e através do programa estatistico Trimmed
Spearman Karber, o resultado é expresso pela concentracéo
efetiva que causa imobilidade a 50% da populagdo exposta
(CEso, 48n)-

Nos ensaios trabalhou-se com dois tipos de amostras:
NB de ZnO diluidos em meio ISO e elutriatos extraidos de
composi¢cdes de argamassa de rejunte e NM incorporado
também diluidos em meio ISO. Devido a instabilidade do
NM, as amostras para 0s ensaios agudos com D. magna
foram mantidas por no maximo dois dias a temperatura 10
°C.

Para a realizacdo dos testes referentes a diluicdo de
NM no meio padronizou-se a elaboracdo de solucGes de 1
g/L e foram analisadas nessas concentracdes as solucdes de
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NB de ZnO, NB de ZnO@NH, e os controles dos testes
estabelecidos na Quadro 3.

Quadro 3 - Controles dos testes toxicoldgicos.

Material Nome do Controle
Rejunte comercial Controle de referéncia
Rejunte comercial com propriedades biocidas Controle positivo 1
ZnS0, x 7 H,0 Controle positivo 2

Fonte: A autora.

Para os ensaios com o elutriato, foram preparadas
amostras com total de 30 g de composicdo de argamassa com
adicdo de NM para 120 mL de meio de teste 1SO. A
argamassa utilizada nos ensaios foi doada pela empresa
Ceramfix — Argamassas e Rejuntes, localizada na cidade de
Gaspar — SC.

Trabalhou-se com seis amostras solidas sendo elas:
composigdes de rejunte com NB de ZnO nas propor¢des de
0,5, 1 e 2% de NM, e composicdo de argamassa com 1% de
NB de ZnO@NH,, controle de referéncia e controle positivo
1.

O esqguema abaixo ilustra de forma mais simplificada
0s ensaios agudos realizados com D. magna.
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Figura 9 - Esquema indicativo das amostras do ensaio agudo com
D. magna.

AMOSTRAS

Solugdes diluidasem meio 1SO 1g/L:

NB de ZnO
NB de ZnO@NH2
Controle de referéncia

Controle positivo 1
Controle positivo2 TESTE DE TOXICIDADE
AGUDA COM Daphniamagna

Elutriatos das amostrassélidas:

argamassacom 0,5% de NB de ZnO
argamassacom 1% de NB de ZnO
argamassacom 2% de NB de ZnO

argamassacom 1% de NB de ZnO@NH2
Controle de referéncia
Controle positivo 1

Fonte: A autora.

Por ndo apresentarem o pH recomendado para 0s
ensaios com o microscrutaceo D. magna, (faixa de 5,0 a 9,0,
segundo a NBR 12.713) as amostras que continham algum
residuo de argamassa seja ela com caracteristicas biocidas ou
nao, tiveram seu pH ajustados para 6,0 + 0,2, apresentando-
se assim dentro da faixa recomendada na NBR 12.713
(ABNT, 2010).

445  Teste Cronico com D. magna

No teste de toxicidade cronica os neonatos da espécie
D. magna foram expostos a diferentes diluicdes da amostra
por um periodo de 21 dias. Mantido sob as mesmas
condi¢Bes de temperatura e luminosidade da cultura, trés
pardmetros principais foram observados no teste:
crescimento, reproducéo e longevidade.

O pardmetro crescimento foi avaliado através da
medicdo do comprimento de cada individuo exposto com o
auxilio de uma lupa e uma escala milimetrada. A reproducéo
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foi avaliada pela contagem de filhotes gerados durante todo
o tempo de exposi¢do. E a longevidade, pela sobrevivéncia
dos organismos durante o tempo do ensaio.

O teste consistiu em 10 réplicas por dilui¢do, sendo
um organismo em cada réplica. Mantido sobre as condi¢des
do cultivo, foi realizado a troca do meio M4 e a alimentagdo
trés vezes por semana.

Figura 10 - Testes cronicos em andamento.

Fonte: A autora.

A sobrevivéncia dos organismos expostos e contagem
dos filhotes nascidos eram monitoradas diariamente. O
tamanho dos organismos expostos foi verificado apenas no
final do ensaio (21 dias). O resultado do teste é expresso em
concentracdo de efeito observado (CEO) e concentragdo de
efeito ndo observado (CENO). A CEO indica a menor
concentragdo da amostra que causa efeito significativo nos
organismos e a CENO é a maior concentragdo da amostra
que ndo causa efeito significativo aos organismos. Para
conseguir tais resultados usou-se o programa estatistico
Dunnett.
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Foram realizados dois testes crbnicos, ambos na
concentracdo de 1g/L diluidos em meio M4, porém um com
solucdo de ZnO puro e outro com ZnO funcionalizado.
Trabalhou-se com as seguintes diluicbes para ambos o0s
testes: 0,98 mg/L (0,098%); 0,65 mg/L (0,065%); 0,44 mg/L,
(0,044%) e 0,29 mg/L (0,029%). Estas concentracdes foram
estabelecidas baseadas nos resultados dos ensaios agudos. O
controle negativo foi o proprio meio de cultura M4 e
controle positivo foi a solucdo de 1 g/L diluido em M4 com
uma concentracdo de 0,098% de 1g/L de controle positivo 2.

446 Teste Agudo com A. fischeri

O teste de toxicidade aguda realizado com a bactéria
marinha luminescente A. fischeri foi baseado na NBR
15.411-3 (ABNT, 2006). O equipamento utilizado foi o
Microtox® 500. Trata-se de um luminémetro capaz de medir
a luminescéncia emitida pelas bactérias.

O ensaio consiste na exposi¢do dos microrganismos a
8 diluicbes da amostra, sendo 0 maximo de 80%, conforme
indicado pelo equipamento. Esta exigéncia considera as
interferéncias na amostra bruta, pois para a realizagdo do
teste a amostra deve possuir algumas caracteristicas como
pH entre 6,5 - 8, auséncia de cor e salinidade minima de 20
g/L. Caso esses parametros ndo estejam em acordo, 0 ajuste
deve ser realizado.

A temperatura do ensaio é controlada pelo préprio
equipamento, sendo as series de diluicbes mantidas a 15° +
1°C e o reagente bacteriano a 3°C. A medicdo da
luminescéncia é realizada em dois momentos: um antes da
exposicdo da bactéria a amostra e ap6s 15 minutos de
exposicdo. Como resultado determina-se a CEspismin € O
fator de diluicéo.

Para a validacio do ensaio é realizado um teste de
sensibilidade com solugdo de controle positivo 2 com o lote
de bactéria. Os ensaios com as amostras a serem testadas so
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podem ser realizados se a sensibilidade do lote estiver na
faixa de 2 a 10 mg/L, caso contrario, o lote deve ser
descartado.

O teste agudo com a bactéria foi realizado com as
solucdes NB de ZnO e NB de ZnO@NH, nas concentragdes
de 1g/L controle de referéncia e controle positivo 1 e os
elutriatos com as concentracg@es 0,5; 1 e 2% de NB de ZnO
na argamassa de rejunte pura, controle de referéncia,
controle positivo 1 e NB de ZnO@NH, 1% na argamassa de
rejunte pura.

4.5 ENSAIOS EM SUPERFICIES

Além dos ensaios em bancada, foram realizados dois
tipos ensaios em superficies. Um primeiro tipo de ensaio
avaliou o surgimento de bioincrustacdo em pastilhas de vidro
rejuntadas com argamassa com NM. Um segundo tipo de
ensaio avaliou o potencial biocida de solugdes contendo 0s
NM aplicados através da aspersdo destas solucbes em
superficies que ja apresentavam deterioracdo por atividade
bioldgica. Este segundo tipo de ensaio se subdividiu em duas
etapas onde foram utilizadas superficies bioincrustadas
externas e internas.

Para o primeiro tipo de teste foram aplicadas pastilhas
de vidro numa parede interna do Departamento de
Engenharia Sanitaria e Ambiental UFSC. Antes de seu
assentamento, a superficie foi limpa com solucdo de
hipoclorito de sodio, deixada secar por dois dias e em
seguida limpa com solucéo de &cido acético.

Ap6s dois dias da limpeza completa, as pastilhas
foram assentadas na parede com argamassa de assentamento
vendida comercialmente. O procedimento de limpeza foi
realizado, pois a aderéncia das pastilhas a superficie é
prejudicada se esta apresentar algum sinal de bioatividade.
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Uma semana ap6s 0 assentamento as pastilhas (Figura
12) foram rejuntadas com diferentes composi¢cBes de
argamassa com NM sendo elas: rejunte com adicdo de 0,5, 1
e 2% de NB de ZnO, rejunte com adicdo 1% de NB de
ZnO@NH,, além dos controles (controle de referéncia e
controle positivo 1). O monitoramento deste ensaio foi de
203 dias.

A umidade é um dos parametros limitantes para a
bioincrustacdo. Por isso, apds a secagem do rejunte, as
pastilhas de vidro foram diariamente umedecidas com agua
da torneira por meio de um borrifador.

A disposicao das pastilhas na superficie, bem como a
porcentagem de NM adicionado a composi¢ao da argamassa
estdo identificados na Figura 11.

Figura 11- Disposicdo das pastilhas na superficie para o ensaio de
diferentes concentragdes de NM adicionados ao controle de
referéncia. Sendo: Controle de referéncia, controle positivo 1, Zn0
0,5%, 1% e 2% de adi¢do de NB de ZnO a argamassa e ZNO@NH,
1% - argamassa com adi¢do de 1% de NB de ZnO@NH,.

Controle Controle

de Referéncia Positivo 1 Zn 0,5% ZnO 1% Zn0 2% Zn@NH; 1%

14 5 cm

14.5¢cm

Fonte: A autora.
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Figura 12 — Assentamento das pastilhas de vidro para posterior
rejuntamento com diferentes composicOes de argamassa e NM.

Fonte: A autora.

O segundo tipo de ensaio em superficies, onde
solucbes de NM foram aplicadas em superficies
bioincrustadas foi subdividido em duas etapas. Para tal
analise optou-se numa primeira etapa por uma superficie
externa (chdo), (Figura 13), suscetivel as intempéries do
tempo, e uma segunda etapa numa parede interna (Figura
14), sem sofrer qualquer interferéncia das condi¢cfes externas
de intempéries.
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Figura 13 - Superficie externa escolhida para a aspersdo das
solugdes.

i

Fonte: A autora.

Figura 14 - Superficie interna escolhida para o ensaio.

Fonte: A autora.

Durante sete dias foram borrifadas soluges de NB de
ZnO e NB de ZnO@NH, em regides delimitadas na area de
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estudo. Para a regido externa foram empregadas solucgdes
com concentracdo fixa de 1g/L de NB de ZnO, NB de
ZnO@NH,, controle positivo 1 e 2. Para a &rea interna foram
empregadas solucfes de NB de ZnO nas concentracGes de
0,5, 1 e 2 g/L e de NB de ZnO@NH; na concentracdo de 1
g/L, além dos controles de referéncia controle positivo 1.

A avaliacdo da atividade biocida e capacidade de
impedir a bioincrustacdo em todos os ensaios em superficies
foi acompanhada através de registros fotogréficos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 CARACTERIZACAO DO NM
5.1.1 Microscopia Eletronica de Transmissdo

As imagens de MET confirmaram a morfologia
alongada do tipo 2D dos NB de ZnO com diametros entre 30
e 40 nm e comprimentos variados. Como é possivel
visualizar na Figura 15, os NB apresentaram poucos
dominios aglomerados, disponibilizando elevada area
superficial.

F&ra 15 - Imagem por MET dos NB de ZnO.
: e

5.1.2 Difracdo de Raio — X

O difratograma obtido com a analise de DRX (Figura
16) mostrou os picos caracteristicos do ZnO indicando a
pureza da fase cristalina dos NB de ZnO sintetizados. A
estrutura cristalina hexagonal do NB foi identificada
conforme cartdo do banco de dados internacional (JCPDS N°
36-1451).
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Figura 16 - Difratograma de Raio-X do NB de ZnO.

NB de ZnO

Instensidade u.a.

20
Fonte: Banco de dados LABTOX.

5.1.3  Espectroscopia no Infravermelho com Transformada
de Fourier

A funcionalizacdo dos NB de ZnO foi confirmada
pelo aparecimento de algumas bandas dos grupos funcionais
especificos no FTIR. O espectro de FTIR dos NB de
ZnO@NH, (Figura 17c) apresentou as bandas caracteristicas
da @NH, e dos NB de ZnO mostradas na Figura 17 a e b,
respectivamente. As principais bandas de absorcédo que
caracterizam a funcionalizagdo aparecem em 2927 cm™ e
2878 cm™ e sdo atribuidas aos estiramentos vibracionais
assimétricos e simétricos do CH, alifatico, respectivamente,
e também a banda em 1462 cm™ oriunda da vibracéo da
deformacéo angular simétrica de CH,. A presenca dos CH;
nos NB de ZnO é um indicio forte de que a @NH, esta
ancorada na superficie da estrutura do ZnO, pois 0 ZnO ndo
contém carbono em sua estrutura. As outras bandas que
caracterizam a presenca do grupo amina estdo localizadas em
1641 cm™ e 1570 cm™ e sdo atribuidas as vibracées das
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deformacdes angulares simétricas no plano de N-H de amina
primaria. (YANG et al, 2011). Isso indica que a
funcionalizagdo se da pelo lado da molécula silano e nédo
pelo lado amina.

Figura 17 - Espectros de FTIR a) @NH,, b) NB de ZnO e c¢) NB de
ZnO@NH,.

1641
1583

1462

1344

2941
2839

Transmitancia (%)

T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000

Comprimento de onda (cm'1)

Fonte: Banco de dados LABTOX.

52  TESTES TOXICOLOGICOS
5.2.1 Teste Agudo com D. magna

Os resultados obtidos pelos ensaios de toxicidade
aguda podem ser observados nas Tabelas 1 e 2. Avaliando os
resultados de toxicidade aguda com D. magna, podemos
verificar que os NM puros testados apresentaram alta
toxicidade. O NB de ZnO e o NB de ZnO@NH,,
apresentaram CEsg, 4g, de 2,9 e 2,0 mg/L, respectivamente.
Estes NM apresentaram toxicidade superior ao controle
positivo 2 do teste (ZnSO,, CEsg, 48, de 8 mg/L).
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Outros estudos ja reportaram na literatura a toxicidade
de NP de ZnO. Skjlding et al. (2014) encontraram uma
CEsp 48n de 1,9 mg/L para o microcrustaceo D. magna para as
NP de ZnO com valor préximo ao encontrado nos ensaios
toxicoldgicos realizados nesta pesquisa que foi de 2,9 mg/L.
Blinova et al (2010), testando também as mesmas NP
encontrou uma CEsg 4g, para 0 mesmo organismos variando
entre 1,7 e 9,0 mg/L em &guas naturais. Lopes et al. (2014),
por sua vez, encontraram valores proximos de 1,41 mg/L de
toxicidade para as NP de ZnO. E importante salientar que a
variacdo de toxicidade encontrada no presente estudo quando
comparado aos resultados apresentados nas bibliografias
citadas pode ser justificada pela diferenca estrutural das NP,
uma vez que neste estudo foi investigado o NB de ZnO e
também pela sensibilidade da cultura dos organismos
empregados.

Tabela 1 — Valores de CEs, 4 Obtidos nos testes agudos com D.
magna para solug@es em meio 1SO. Os ensaios com as solucdes que
apresentarem pH original fora da faixa recomendada, foram
realizados no pH original e em pH ajustado para 7,0 + 0,5.

Solugio pH CExs (My/L) CEs com pH ajustado
(mg/L)
Controle de referéncia 10,7 5,7 x 10° 8,2 x 102
Controle positivo 1 109 34 x 107 51 x 107
Controle positivo 2 6,6 8,0
NB de ZnO 72 29
NB de ZnO@NH, 75 2,0

Fonte: A autora.
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Tabela 2- Resultados dos testes agudo com D. magna para 0s
elutriatos preparados em meio I1SO. Os ensaios com o0s elutriatos
foram realizados no pH original e em pH ajustado ara 6,0 + 0,2.

CEso com pH ajustado

Elutriato pH CEso (mgi) (mg/L)
Controle de referéncia 11,6 3,05 x 10* 10,7 x 10
Controle positivol 11,7 6,2 x 10* 11,6 x 10*
NB de ZnO 0,5% 11,1 8,8 x 10 6,3x10°
NB de ZnO 1% 10,9 18,4 x 10* 16,5 x 10°
NB de ZnO 2% 9,2 18,6 x 10" 16,2 x 10°
NB de ZnO@NH, 1% 10,1 5,2 x 10* 7,5 x 10

Fonte: A autora.

Para avaliar a variacdo de toxicidade dos elutriatos
testados, foi realizada uma comparagdo dos valores
encontrados de CEsg, 4gn que pode ser visualizada na Figura

18.
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Figura 18 - Valores de CEx 43, para os testes agudo com D. magna
com os elutriatos nas condi¢Ges com pH original e ajustado.
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Fonte: A autora.

Os valores de CEsg, 49, €ncontrados para os testes com
elutriatos apresentaram toxicidade muito diferente dos
ensaios agudo com as solugdes de NM. Tanto nas solucdes
de NM quanto nos elutriatos com pH ajustado que tinham
em sua COMPOSiCA0 apenas argamassas, apresentaram
toxicidade menor quando comparadas as mesmas amostras
com pH originais. Esse resultado demonstra que parte da
toxicidade aguda destas amostras se deve ao elevado pH
causado pela presenca de argamassa na mistura.

Tran et al. (2013) afirmou que um dos principais
agentes fisicos inibitorios do crescimento e desenvolvimento
dos organismos é o pH. O ajuste deste parametro para a
realizacdo dos ensaios de toxicidade aguda com D. magna é
recomendado pela norma NBR 12.713 (ABNT, 2010 ) para a
faixa de 5,0 a 9,0, para descartar a possibilidade de falsos
positivos induzidos apenas pela toxicidade do pH.
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A composicdo que apresentou toxicidade mais
proxima ao controle positivo 1 foram as misturas com 0,5%
de NB de ZnO e 1% de NB de ZnO@NH,. Avaliando os
resultados dos ensaios de toxicidade dos elutriatos na
condicdo de pH corrigido, é possivel verificar que a
composicdo de 0,5% de NB de ZnO e 1% de NB de
ZnO@NH, adicionadas ao rejunte resultaram em misturas
mais toxicas que o controle positivo 1. Estes resultados
contrariam os dados da literatura que afirmam que o
aumento da concentragdo de NM de ZnO aumenta a
toxicidade a D. magna (SANTO, et al., 2014; ADAMS et al.,
2006). Uma hipdtese para justificar esse resultado seria que
com o0 aumento da concentragdo dos NM em solucéo,
aumenta também a tendéncia da formacdo de aglomerados,
diminuindo assim &rea superficial ativa dos NM em quest&o.
Entretanto esse comportamento nao pode ser confirmado até
0 momento, e investigacBes futuras precisam ser conduzidas
no sentido explicar os mecanismos que podem estar
ocorrendo para o caso dos NB, como por exemplo, estudo de
comportamento da dispersdo, estabilidade e tamanho das
particulas em suspensdo com o aumento da concentragao.

Os elutriatos oriundos da mistura de argamassa com
NB de ZnO apresentaram diminuicdo da toxicidade com o
aumento da porcentagem de NM adicionado, em abas as
condi¢des (pH original e ajustado). Pode ser observado ainda
gue o aumento das porcentagens de NM na mistura com
argamassa ocasionam uma diminuicdo do pH desses
elutriatos, aproximando-se da faixa de pH recomendada pela
norma.

O meio levemente acido dos elutriatos favorece a
formacdo de H,0,, principal responsavel pela acdo biocida
do ZnO (GHULE et al., 2006). A liberacdo do H,0, nesta
condicdo pode justificar o aumento da toxicidade quando
comparado as CEx 4g, €ncontradas para as mesmas amostras
com pH original (Figura 18). Como ja citado no presente
estudo, Vicentini et al. (2010) verificaram que mesmo em
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meio neutro a formacdo de H,O, é favorecida, porém, nao
tdo intensa quando tem-se uma condigdo acida.

A funcionalizacéo interfere no comportamento no NM
influenciando principalmente na sua carga de superficie,
solubilidade, formagéo de aglomerados, estabilidade quando
em suspensao e a sua absorcao bioldgica (SKILDING et al.,
2014). Analisando a toxicidade de NP de ZnO pura e com
duas diferentes funcionaliza¢cdes (NP de ZnO, NP de ZnO-
OH e NP de ZnO-octila), Skjlding et al. (2014) concluiram
que as diferentes funcionalizagdes garantem
biodisponibilidade diferentes ao organismo-teste D. magna
mesmo a NP sendo a mesma. Assim, o comportamento do
NM é fortemente influenciado pela natureza da
funcionalizac&o.

Segundo TIAN et al. (2011), a funcionalizacdo de
polimeros é muito desejavel em aplicagBes de liberacdo
controlada, favorecendo o melhoramento das propriedades
dos polimeros tradicionais. A funcionalizacdo com
grupamentos aminas € de grande interesse para a area da
medicina. O autor relata que com a adi¢do desse grupamento
os farmacos sdo liberados de forma controlada e seus efeitos
colaterais sdo reduzidos.

Esse comportamento ndo foi o observado nos
resultados dos ensaios toxicoldgicos do presente estudo. O
NB de ZnO@NH, no elutriato apresentaram 0s menores
valores de CEsp, 43, OU Seja, a maior toxicidade quando
comparado ao NB de ZnO e aos controles positivos. Dessa
forma, verificou-se que a funcionalizacdo potencializou a
acdo biocida do NB de ZnO em até 30%. Essa
potencializacdo do efeito toxico pode ser explicada pelo
efeito “cavalo de Troia”, devido a presenca de grupamentos
organicos ao redor da estrutura inorgénica. Esses
grupamentos organicos podem ser mais facilmente
reconhecidos e internalizados pelos  organismos,
potencializando assim o efeito tdxico pela liberacdo de ions
de Zn no interior do organismo (PESSANHA, N., 2013;
PERREAULT, et. al., 2012).Entretanto a corre¢do do pH da
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amostra de elutriato contendo NB de ZnO@NH, ocasionou
na reducdo da toxicidade da amostra. Dessa forma, conclui-
se que a acidificacdo interfere na acdo dos grupos funcionais,
reduzindo a biodisponibilidade dos fons Zn*', liberados pelo
NB.

5.2.2  Teste Crbnico com D. magna

Os filhotes do cultivo de D. magna mantido pelo
LABTOX que foram empregados nos testes cronicos
apresentavam sensibilidade igual a 1,05 mg/L para
dicromato de potassio. Estes valores estdo dentro da faixa
recomendada pela norma (NBR 12.713, 2010). As dilui¢Bes
empregadas no teste crénico foram definidas considerando
os resultados obtidos nos ensaios agudos com 0 mesmo
organismo.

Na diluigdo de 0,98 mg/L, maior concentracdo
testada, houve a mortalidade de todos 0s organismos exposto
em cerca de 10 dias para ambos os NM testados. Dessa
forma, ndo foi possivel adquirir dados relativos a toxicidade
cronica dessa diluigdo uma vez que esta apresentou
toxicidade subaguda.

Os resultados obtidos neste ensaio correspondentes
aos parametros longevidade, crescimento e reproducéo estdo
apresentados nas Figuras 19, 20 e 21 respectivamente.
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Figura 19 - Resultado para o parametro longevidade para NB de
ZnO e NB de ZnO@NH..
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Fonte: A autora.

Figura 20 - Resultado para o pardmetro crescimento para NB de
ZnO e NB de ZnO@NH.,.
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Figura 21 - Resultado para o pardmetro reprodugdo para NB de
ZnO e NB de ZnO@NH..
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Fonte: A autora.

Os parametros de CEO e CENO obtidos através da
analise estatistica do programa estatistico Dunnett sdo
apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Resultados de CEO e CENO para 0s dois ensaios de
toxicidade crénica com D. magna.
NM Parametro [Longevidade |Crescimento |Reprodug¢do
CEO 0,65 mg/L 0,29 mg/L | 0,44 mg/L
CENO 0,44mg/L | £0,29mg/L | 0,29 mg/L
CEO 0,44 mg/L 0,44 mg/L | 0,44 mg/L
CENO 0,29 mg/L 0,29 mg/L | 0,29 mg/L

NB de ZnO

NB de ZnO@NH,

Fonte: A autora.

Com relagdo ao parametro longevidade, os NB de
ZnO@NH, apresentaram maior toxicidade uma vez que j&
indicaram efeito na diluicdo de 0,44 mg/L enquanto que para
0s NB de ZnO puro o efeito foi observado apenas na menor
diluicdo do teste que foi de 0,65 mg/L. Assim como no
controle negativo, na maior diluicdo do ensaio, ndo houve



62

mortalidade dos organismos em nenhuma das amostras
testadas.

Para o crescimento, o comprimento médio dos
organismos do controle negativo foi equivalente a 4,78+0,34
mm. A menor concentragdo que apresentou efeito nesse
parametro na solucdo de NB de ZnO foi 0,29 mg/L,
apresentando um tamanho médio dos organismos de
3,79£0,23 mm. Para a solucdo de NB de ZnO@NH,, a
menor diluicdo que apresentou efeito nesse parametro foi a
de 0,44 mg/L que apresentou um tamanho médio dos
organismos de 3,9 £ 0,09 mm.

Para o parametro reproducdo, o programa estatistico
Dunnett ndo considerou a relevancia estatistica nas
quantidades de organismos gerados na concentracdo de 0,29
mg/L para ambas as solu¢Ges. Quando comparadas ao
controle negativo, com um total de 562+21,24 organismos,
as amostras apresentaram 436+24,33 organismos foram
gerados no ensaio com a solucdo de NB de ZnO e 418+7,69
organismos para a solucdo de NB de ZnO@NH, na diluigdo
de 0,29 mg/L. Dessa forma, as duas amostras analisadas
apresentaram efeito cronico para o parametro reproducgdo a
partir da diluicdo de 0,44 mg/L. Lopes et. al. (2014) também
realizaram ensaios de toxicidade crénica com NP de ZnO.
Como resultado, ela obteve uma CEO foi de 0,125 mg/L
para o pardmetro reproducdo. A CENO ndo foi encontrada
nesse estudo.

De modo geral, a solugdo de NB de ZnO apresentou-
se mais tdxica para o parametro crescimento enquanto que a
solucdo de NB de ZnO@NH, para o pardmetro longevidade.
Para o pardmetro reproducdo, as duas amostras indicaram
toxicidade estatisticamente semelhantes, porém, analisando a
Figura 21, os NB de ZnO@NH; apresentaram- se mais
toxicos. Com isso, considera-se que 0s grupamentos amina
decorrentes da funcionalizacdo atuam principalmente na
longevidade e na reproducdo dos organismos expostos.

Foram observadas ainda alteragdes morfolégicas nos
organismos expostos aos NM testados. Conforme pode ser
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visualizado na Figura 22. Onde na Figura 22A tem-se uma
D. magna do controle negativo, na Figura 22B um
organismos da concentracdo de 0,44 mg/L de NB ZnO que
apresentou encurtamento apical e na Figura 22C um
organismo exposto a concentracdo de 0,65 mg/L de NB ZnO
com tamanho reduzido.

Figura 22 - Comparacdo e destaque da reducdo do espinho apical
de uma D. magna do (A) controle negativo e da (B) solucéo de
0,44 mg/L de NB de ZnO e comparacdo do tamanho de uma D.
magna exposta a solucdo de 0,65 mg/L (2,3 mm) de NB de ZnO
(C) com o controle negativo (B).

~

Fonte: A autora.

5.2.3  Teste Agudo com A. fischeri

Foram utilizadas bactérias de dois diferentes lotes
sendo eles 13F4067 e 13F4064, que apresentaram médias de
sensibilidade de 3,85 mg/L e 3,025 mg/L respectivamente.
Esses valores de CEsgismin garantem a confiabilidade dos
resultados uma vez que a sensibilidade deve permanecer no
intervalo entre 2 e 10 mg/L. Os resultados obtidos nos testes
de toxicidade aguda com A. fischeri podem ser observados
nas Tabela 4 e 5.



64

Tabela 4 — Valores de CEsg 1smin Obtidos nos testes de toxicidade
aguda com A. fischeri para solugdes de NM com pH entre 6,9 — 8,3,
em agua de osmose.

Solugéo CEso,15 min (Mg/L)
Controle de referéncia 87,2 x 10
Controle positivo 1 54,6 x 10"
Controle positivo 2 2,97
NB de ZnO 50,4
NB de ZnO@NH, 90

Fonte: a autora.

Tabela 5 - Valores de CEs, 15 min Obtidos nos testes de toxicidade
aguda com A. fischeri para os elutriatos preparados em &gua de
osmose tendo o pH ajustado para 7,0+0,2.

Elutriato CEso, 15 min (Mg/L)
Controle de referéncia 342 x 10°
Controle positivol 77x10°
NB de ZnO 0,5% 38,0 x10°
NB de ZnO 1% 68,0 x 10°
NB de ZnO 2% 165,0 x 10°
NB de ZnO@NH, 1% 85 x 10°

Fonte: A autora.

Tanto para elutriatos quanto para solugdes de NM, as
amostras que continham NB de ZnO@NH, na sua
composi¢do apresentaram alta toxicidade comparadas a todas
as demais amostras, até mesmo aos controles. Diluido em
solucdo de 1 g/L, o NB de ZnO@NH, apresentou potencial
toxicolégico maior que a prépria solucdo que continha
argamassa com propriedades biocidas (controle positivo 1).

Como mencionado anteriormente, parte significativa
da acdo biocida é o pH. Com a reducdo do pH da solugéo
controle de referencia e controle positivo 1, antes na faixa de
11 -12 e depois ajustadas para 7+ 0,2, presume-se que sua



65

toxicidade também tenha sido reduzida, justificando assim os
valores baixos encontrados para ambos os controles.

Quanto a tolerancia ao pH, as bactérias sdo
classificadas em neutréfilas, acididfilas e alcalinofilas. A
maioria das bactérias sdo neutrdfilas, crescem em faixas de
pH entre 5,4 a 8,5 (Holt et al. 1994). Com a reduc¢éo do pH
consequentemente tem-se a reducdo do potencial
toxicoldgicos das amostras favorecendo assim o
desenvolvimento de microrganismos que antes eram
impedido pelo carater basico do meio.

A bactéria E. coli, por exemplo, comumente
encontrada em bioincrustagées em banheiros, possui um pH
6timo de desenvolvimento entre 6,5 e 7,5 (AMABIS &
MARTHO, 2002).

Quanto aos elutriatos, 0 aumento da concentragéo de
NB de ZnO a composicdo com argamassa resultou numa
diminuigdo da toxicidade, corroborando com os resultados
obtidos nos ensaios de toxicidade agudo com D. magna.
Mesmo com a maior concentragdo de NM adicionados as
condicdes de pH ndo eram as ideais para a liberacdo de H,0,
e Zn®* além disso, deve ser considerado intervencdes do sal
NaCl adicionados a solugéo para a realizacao do ensaio.

Heinlaan et. al. (2008) confirmou em seu estudo o alto
potencial téxico de NP de ZnO para a bactéria A. fischeri. O
mesmo resultado obtido neste ensaio, porém no presente
estudo verificou-se que o efeito toxico dos NB de ZnO ¢é
potencializando com sua funcionalizacdo por meio de
grupamentos amina, possivelmente pelo efeito “cavalo de
Troia” de internalizagio do NB de ZnO@NH, como ja
citado nos ensaios com D. magna.

5.2.4  Ensaios em Superficie
5.2.4.1 Superficies com bioincrustacéo

Os resultados obtidos apés 7 dias de aplicacdo de
solucbes de NB de ZnO e NB de ZnO@NH, tanto para a
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superficie externa quanto para a interna podem ser
visualizados nas imagens apresentadas abaixo. Na Figura
23A ¢ apresentado a situacdo inicial do ensaio e na Figura
23B o resultado obtido ap6s 7 dias de aspersao das solugdes
indicadas na figura. E possivel verificar que ambas as
solucdes de 1g/L apresentaram o efeito biocida esperado.

Figura 23 - Resultado obtido da aplicacéo das soluges de NB de
ZnO e NB de ZnO@NH; na superficie externa (A) antes da
aplicacéo e (B) ap6s 7 dias de aplicacdo diaria.

Fonte: A autora.

Além dos efeitos obtidos nas areas delimitadas para o
estudo, o entorno do ensaio realizado na area externa
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também apresentou reducdo de bioincrustacdo. Isso ocorreu
devido, principalmente as ocorréncias de chuvas. Durante o0s
7 dias do ensaio, 4 foram chuvosos. Esse fato também
justifica a reducéo dos organismos na area delimitada para o
controle, onde ndo foram borrifadas solugdes. Mesmo assim,
é possivel verificar a diferenca de bioincrustacdo entre a area
delimitada pelo controle e as demais. Contudo, ndo foi
possivel identificar visualmente qual dos NM testados foi
mais eficiente, apenas que ambos agiram eficazmente como
anti-bioincrustantes. Essa comportamento foi observado em
ambos os NM e o controle positivo 1, que apresentaram
toxicidade equivalentes nos testes agudos com D. magna,
com valores de CEsg, 4gn Muito proximas.

Para o ensaio realizado na superficie interna, nédo
exposta as condigdes de intemperismo, optou-se pela
seguinte disposicdo das areas de aplicacdo das solucGes,
conforme esquematizado na Figura 24.

Figura 24 - Disposicéo das areas na superficie interna para
aplicagdo das solucdes de NB de ZnO e de ZnO@NH,.
5cm

CONTROLE REJUNTE T2 Zn01gL
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Fonte: A autora.

Os resultados obtidos podem ser visualizados nas
imagens da Figura 25. Como é possivel visualizar nas
imagens o efeito biocida das solugdes de NB aplicadas em
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superficies internas também foi comprovado, demonstrando
que os NM testados possuem potenciais para serem
aplicados como biocidas para combater bioincrustagdes.

O efeito relativamente menor na superficie interna é
justificado pelo menor tempo de permanéncia das solucdes
nas areas delimitadas. Isso se deve ao fato de que no
ambiente externo a area delimitada era no chdo, e no
ambiente interno, uma parede. Dessa forma, 0 excesso da
solucdo borrifada ndo permanecia na area, mas escorria,
podendo inclusive influenciar em areas préximas. Entretanto
essa condigdo ndo alterou o resultado final do teste.

Foi possivel verificar que a aplicagcdo da solucéo de
NB de ZnO 0,5 g/L apresentou, visualmente, maior efeito
toxico quando comparado com os demais NM testados.
Dessa forma, em situacBes onde a bioincrustagdo existe,
solucbes com a adicdo do NM testado na concentragdo de
0,5 mg/L ja seria o suficiente para obter-se o efeito biocida
desejado. Esse resultado corrobora com os ensaios realizados
com os organismos D. magna e A. fischeri.
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Figura 25 - Resultados obtidos da aplicagéo das solucdes de NB de
ZnO E NB de ZnO@NH, na superficie interna. (A) antes da
aplicacdo e (B) apos 7 dias de aplicagdo diaria.

Fonte: A autora.

5.2.4.2 Capacidade de prevenir a bioincrustacdo

Este ensaio teve como principal objetivo identificar
em qual composi¢do de mistura de argamassa e NM seria
suficiente para prevenir a proliferacdo de microrganismos.

Neste ensaio relativo a aplicagdo de argamassas com
percentuais distintos de NM néo foi observado crescimento
de organismos em nenhuma das amostras testadas, nem no
controle. Com este resultado duas hipGteses podem ser
levantadas. A primeira seria que o efeito biocida de todas as
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argamassas testadas estd sendo eficiente no combate a
bioincrustagdo. Essa hipotese pode ser justificada
considerando que mesmo a argamassa pura usada como
controle de referencia, possui efeito biocida devido seu
elevado pH quando em contato com a agua (elutriato). Dessa
forma, o fator tempo foi limitante, uma vez que argamassa
ainda permaneceu com o0 pH ndo adequada para o
crescimento dos microrganismos.

Uma segunda hipotese que pode ser levantada é a de
que as condicdes do ensaio foram inadequadas para propiciar
0 crescimento dos microrganismos e formacdo da
bioincrustagdo. Esta condicdo seria a temperatura. A E. coli
por exemplo, tem sua temperatura 6tima em torno de 35°C.
Através de medigBes periodicas verificou-se que a
temperatura média do ambiente onde o experimento foi
conduzido ndo ultrapassou os 27°C, mesmo nos dias quentes
do verdo.

Figura 26 - Pastilhas de vidro rejuntadas com diferentes
concentragdes de NB de ZnO.
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Fonte: A autora.

Contudo, nenhuma destas hip6teses pode ser
confirmada, ndo sendo possivel chegar as conclusdes
esperadas com este ensaio até o momento. Assim, 0
monitoramento desta &rea serd continuado com o objetivo de
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verificar se a bioincrustagdo ird ocorrer e qual dos NM
testados serd o mais eficiente para preveni-la.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

No estudo realizado, a concentragdo de 0,5% de NB
de ZnO apresentou melhor resultado entre as porcentagens
testadas de NB puro para os dois organismos testados, bem
como a concentracdo de 0,5 g/L desse NM na argamassa
para os ensaios de aspersao de solucdes em superficie com a
presenca de bioincrustacdo. Esses resultados sugerem que
baixas concentracGes do NM podem ser suficiente para obter
o efeito biocida desejado. Além disso, a funcionalizacdo
deste NM pode potencializar o efeito toxico, e trazer uma
vida atil mais longa a esse biocida. Contudo, estudos
complementares serdo conduzidos para confirmar essa
hipotese. Estes estudos deverdo avaliar o comportamento da
dispersdo, estabilidade e tamanho das particulas em
suspensdao com 0 aumento da concentracdo e sua correlagdo
com a toxicidade.

E importante salientar que os resultados obtidos nos
ensaios toxicoldgicos demonstraram a alta toxicidade desse
NM, reforcando a problematica relacionada a sua utilizacao
e principalmente ao seu descarte no meio ambiente. Com o
objetivo de reduzir essa toxicidade, novas técnicas de
funcionalizacdo devem ser propostas para modificar as
propriedades do ZnO e reduzir sua facilidade de
incorporacao pelos organismos num primeiro estagio.
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7. CONCLUSAO

Com os resultados encontrados nesse estudo conclui-
se que:

e As amostras de NB de ZnO puro e
funcionalizado apresentaram alta toxicidade
para 0s organismos expostos;

e De modo geral, as solugcbes de NB de
ZnO@NH, apresentaram maior toxicidade
aguda tanto para o microcrustaceo D. magna
guanto para a bactéria A. fischeri;

e O parametro pH tem grande influencia na
formac&o e na liberacdo de H,O, que por sua
vez, é o principal agente biocida do ZnO;

e A toxicidade dos elutriatos de NB de ZnO e
seus respectivos pH diminuiram com o
aumento da porcentagem do NB incorporado
a argamassa;

e O NM incorporado que mais se aproximou da
toxicidade do controle positivo 1 foi 0 NB de
ZnO@NH; na proporcdo de 1% para ambos
0s organismos testados;

e A funcionalizagdo com a @NH; apresentou-
se como um intensificador do potencial
toxicoldgico do NB de ZnO;

e No teste crénico, 0 NB de ZnO puro e NB de
ZnO@NH, apresentaram toxicidade parecida
para reproducéo;

e Ainda no teste cronico, o NB de ZnO puro
apresentou maior potencial toxicolégico para
0 pardmetro crescimento enquanto que o NB
de ZnO@NH, apresentou maior potencial
toxicoldgico para o pardmetro longevidade;

e Para ensaios em superficie, 0 NB de ZnO e 0
NB de ZnO@NH, apresentaram acdo biocida
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para ambas as superficies bioincrustadas
testadas.
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8. RECOMENDAGOES

Com base nos ensaios realizados e nos resultados
obtidos, a fim de complementar a pesquisa, recomenda-se:

Investigar se a adicdo dos NM
incorporados a argamassa interfere nas
caracteristicas da mesma, em seu
estado puro e aplicado, através de
ensaios fisicos tais como resisténcia e
maodulo de elasticidade;

Investigar o comportamento dos NM
em solucdo através do estudo da
dispersdo, estabilidade e tamanho da
particula em suspensdo para avaliar o
efeito de aglomerago e sua correlagéo
com a toxicidade;

Investigar a toxicidade dos NM
testados em diferentes niveis tréficos
através de ensaios de bioacumulacéo;

Verificar a acdo dos NM para 0s
organismos caracteristicos encontrados
em bioincrustacfes (fungos, bactérias
e algas);

Investigar a toxicidade dos NB de ZnO
em nivel celular para compreender os
mecanismos de a¢do dos NM;

Verificar sob quais organismos as
solugbes contendo ZnO puro e
funcionalizado age através de analises
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por raspagem da superficie antes e
apos a aplicacdo das solucdes;

Realizar o ensaio referente a
prevencdo a bioincrustacdo em locais
com as condicbes ambientais
favoraveis para o desenvolvimento dos
microrganismos;

Escolher e delimitar novas areas para
aspersdo de solugdes com diferentes
concentracGes de NM a fim de evitar
que estas influenciem e/ou sejam
influenciadas pela aspersdo de outras
solucdes.
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