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RESUMO

Embora as estruturas de concreto apresentem vida Util superior a muitos
outros materiais construtivos, elas sdo passiveis de deterioracdo. A
deterioracdo progressiva proveniente de fontes bioldgicas se destaca por
serem responsaveis por um impacto mais amplo sobre o desempenho a
longo prazo do sistema estrutural, gerando grandes consequéncias
econbmicas. Os métodos mais utilizados para cessar essa bioincrustagdo
580 0s metodos de intervengdo tais como a utilizacdo de jatos de &gua e
aplicagBes de biocidas. Porém, essas técnicas vém sendo deixadas de
lado uma vez que sdo paliativas. Neste trabalho, realizou-se a avaliagdo
toxicol6gica da incorporacdo de nanobastbes de zinco puros (NB de
Zn0O) e funcionalizados com a molécula APTMS (NB de ZnO@NH,) a
composicdes de argamassa comercial. Os resultados de caracterizacdo
por Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET) confirmaram a
morfologia em bastdo com didmetros entre 25 e 35 nm e comprimentos
variados. O difratograma de raio-x (DRX) confirmou a pureza do NB
utilizado no estudo. A funcionalizacdo dos NB foi confirmada por
espectroscopia no infravermelho (FTIR) e o potencial zeta (PZ) e o
didmetro hidrodinamico (Dy) indicaram a variagdo da estabilidade e dos
didmetros das particulas em diferentes meios diluentes. Ensaio de
toxicidade aguda com o microcrustaceo D. magna, bactéria marinha A.
fischeri e a semente de L. sativa comprovaram a alta toxicidade tanto
para 0 NB puro quanto para o funcionalizado. Porém, o microcrustaceo
e a semente apresentaram maior sensibilidade ao NB funcionalizado
enquanto o NB puro apresentou maior toxicidade a bactéria marinha. O
ensaio de sensibilidade com A. niger mostrou a resisténcia elevada do
fungo a particulas dessa morfologia quando comparado aos valores
encontrados na literatura para particulas esféricas. Os elutriatos da
composicdo de argamassa e NB apresentaram aumento da toxicidade
com o0 aumento da quantidade NB adicionado a composicdo, sendo a
composicdo com NB de ZnO@NH; mais tdéxica para todos os
organismos testados. O ensaio de crescimento micelial do fungo A.
niger nas composicdes, ndo foram suficientemente conclusivos para
afirmar que a presenca do NM inibiu o crescimento do fungo.

Palavras-chave: Nanotecnologia, nanotoxicologia, construgdo civil,
argamassa, nanobastdo, 6xido de zinco, fungicida.



ABSTRACT

Although the concrete structures have a longer life than many other
building materials, they are able to deterioration. The progressive
deterioration of biological sources is responsible for an impact on the
long-term performance of the structural system, causing significant
economic consequences. The most widely used methods for ceasing
such biofouling are intervention methods such as the use of water jets
and biocide applications. However, these techniques are palliative. In
this work, it is proposed the incorporation of pure zinc nanorods (ZnO
NR) and functionalized with the APTMS molecule (ZNnO@NH; NR) to
commercial mortar compositions. And the toxicological evaluation of
this incorporation was carried out. The characterization results by
Electronic Transmission Electron Microscopy (MET) confirmed the
morphology in rod with diameters between 25 and 35 nm and varied
lengths. The X-ray diffractogram (XRD) confirmed the purity of the NR
used in the study. The functionalization of NR was confirmed by
infrared spectroscopy (FTIR) and zeta potential (Pz) and hydrodynamic
diameter (DH) indicated the variation of the stability and particle
diameters in different medium. The acute toxicity test with
microcrustacean D. magna,the marine bacteria A. fischeri and L. sativa
seed showed high toxicity for pure and functionalized NR. However,
microcrustacean and seed showed higher sensitivity to functionalized
NR although pure NR showed greater toxicity to marine bacteria. The
sensitivity of A. niger to NR showed the high resistance of the fungus to
particles of this morphology when compared to the values found in the
literature for spherical particles. The elutriates of the mortar and NR
composition showed increased toxicity by increasing the NR amount
added to the composition. The composition with NR of ZnO @NH,
being more toxic to all organisms tested. The mycelial growth assay of
A. niger fungus in the compositions was not sufficiently conclusive to
claim that the presence of NM inhibited fungus growth.

Keywords: Nanotechnology, nanotoxicology, civil construction, mortar,
nanorod, zinc oxide, fungicide.
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1. INTRODUCAO

Todas as edificagfes sofrem alteracfes e mudancgas ao longo do
tempo. Sejam essas mudancas fruto das necessidades e expectativas de
moradores e usuarios, seja pelo envelhecimento da estrutura ou ainda
devido & exposicdo & condigdes adversas.

A deterioracdo progressiva das estruturas € responsavel por um
impacto mais amplo sobre o desempenho a longo prazo do sistema
estrutural, gerando grandes consequéncias econdmicas (SANCHEZ-
SILVA; ROSOWSKY, 2008; WEI et al., 2013). Dentre essas causas, as
manifestacfes patoldgicas provenientes de fontes bioldgicas se
destacam.

Os estudos das manifestacBes patolégicas em edificagBes tém
levado cada vez mais em consideracdo a deterioracdo causada por
microrganismos  na  construgdo  civil (CWALINA,  2008;
KONDRATYEVA I. A, 2006; WEI et al., 2013). Uma vez que
condi¢bes favordveis, por exemplo, favorecem o crescimento de
microrganismos na estrutura, que além de danos estéticos, podem causar
danos estruturais, econdmicos e a salde.

Os métodos mais utilizados para cessar essa bioincrustagéo séo os
métodos de intervencdo tais como a utilizacdo de jatos de agua e
aplicagdes de biocidas, que sdo métodos que em sua maioria envolvem
materiais organicos. Porém, essas técnicas sdo paliativas, pois removem
0S organismos temporariamente. Devido a isso, novas técnicas mais
efetivas vém sendo estudas. Destacam-se 0s métodos que envolvem
compostos inorganicos, devido a sua maior estabilidade e maior tempo
de vida quando comparado aos materiais organicos.

A nanotecnologia é uma das alternativas que surge para amenizar
e/ou resolver estes problemas (FONSECA et al., 2010). Através da
aplicacdo de nanomateriais (NM) que combinam a redugdo da
quantidade de material utilizado, propriedades especificas e elevada
eficiéncia. Dentre os NM que possuem propriedades biocidas, destaca-
se 0 Oxido de zinco (ZnO) que além da caracteristica desejada, se
diferencia devido a sua versatilidade, possibilidade de variadas
morfologias, suas propriedades e também pela possibilidade de sintese
por métodos quimicos relativamente simples e de baixo custo (JO et al.,
2012; KLINGSHIRN et al., 2010; MAYRINCK et al., 2014).

Neste contexto, o Laboratério de Toxicologia Ambiental
(LABTOX), do Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), vem desenvolvendo
estudos relativo a avaliacdo toxicoldgica de nanobastfes de dxido de
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zinco puros (NB de ZnO) e funcionalizados (NB de ZnO@NH,)
adicionados a composicBes de argamassa comercial. Avaliando a
toxicidade do lixiviado da composigdo e verificando a efetividade da
acdo fungicida da argamassa com a adi¢do do nanomaterial.

Este trabalho trata-se de uma continuagdo da pesquisa iniciada no
Trabalho de Conclusdo de Curso (TCC) intitulado Avaliagdo
Toxicologica de Nanoestruturas de Oxido de Zinco Aplicadas em
Argamassas. Com os resultados obtidos, viu-se a necessidade da
continuacdo da pesquisa a fim de esclarecer questdes que ndo foram
respondidas e caracterizar melhor o potencial fungicida das argamassas
com nanomaterial incorporado.



OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a toxicidade, em diferentes niveis tréficos, da

incorporacdo de NB de ZnO puros e funcionalizados a composicao de
argamassa comercial, bem como verificar a obtencdo de caracteristicas
fungicidas devido a inser¢do do nanomaterial.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar o NB de ZnO e 0 NB de ZnO@NH,;

Avaliar a toxicidade dos NB de ZnO e NB de ZnO@NH, de
forma aguda para os organismos Daphnia magna e para a
bactéria marinha Allivibrio fischeri e de forma crénica para a
Daphnia magna;

Determinar o percentual de germinacdo e avaliar os efeitos nas
radiculas de sementes de Lactuca sativa L. expostas aos dois
NM,;

Verificar a eficiéncia de NB de ZnO puros e funcionalizados na
inibicdo do crescimento do fungo Aspergillus niger;

Determinar a toxicidade aguda do elutriato de amostras solidas
de argamassa comercial pura e com NM incorporado para
Daphnia magna e Allivibrio fischeri;

Determinar o percentual de germinacdo e avaliar os efeitos nas
radiculas de sementes de Lactuca sativa L. expostas a elutriatos
de argamassa pura e com NM incorporada;

Verificar a eficacia da incorporacdo de NB de ZnO puros e
funcionalizados na argamassa quanto a inibicdo do crescimento
do fungo Aspergillus niger.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. CONSTRUGAO CIVIL

A indUstria da construcéo civil (ICC) é um dos setores estruturais
mais importantes para a sociedade. Segundo Barreiro (2003, apud
CARVALHO, 2003), este setor participa com de 3 a 5% do PIB nos
paises em desenvolvimento e de 5 a 10% nos paises desenvolvidos. No
Brasil, de acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica —
IBGE (2016), o PIB do setor da ICC representou, no ano de 2016, cerca
de 5% do PIB nacional brasileiro.

Tendo em vista a relevancia do setor, é imprescindivel a busca
por materiais mais resistentes, duraveis, economicamente mais
vantajosos e ambientalmente mais sustentaveis em substituicdo aos
materiais ja utilizados. Essas inova¢Bes impulsionam e valorizam o
crescimento do setor da construcéo civil (CC).

Embora as estruturas de concreto apresentem vida Util superior a
muitos outros materiais construtivos, elas sdo passiveis de deterioragdo
(CWALINA, 2008). Segundo Souza (2010) todas as edificagdes sofrem
alteracGes e mudancas ao longo do tempo: sejam fruto das necessidades
e expectativas de moradores e usuarios, seja pelo envelhecimento da
estrutura, ou ainda devido a exposic¢éo a condi¢des adversas.

O ciclo de vida das arquiteturas de concreto deve considerar
todos os fatores que podem causar alteragdes estruturais inaceitaveis
durante qualquer periodo de sua vida atil (WEI et al., 2013). Isso inclui
eventos extremos (ciclones, por exemplo) e a perda progressiva causada
por fatores operacionais ou ambientais (SANCHEZ-SILVA,
ROSOWSKY, 2008).

Segundo Wei (2013), Sanchez-Silva e Rosowsky (2008), essa
deterioracdo progressiva é responsavel por um impacto mais amplo
sobre 0 desempenho a longo prazo do sistema estrutural, gerando
grandes consequéncias econdmicas. Dentre essas causas, se destacam as
manifestacfes patolégicas provenientes de fontes bioldgicas. Porém,
ainda segundo esses autores, essas patologias ndo sdo inteiramente
entendidas quando se tratam de estruturas complexas, uma vez que 0
papel dessa acdo em relacdo a estruturas de concreto seja mais dificil de
se avaliar quando comparado, por exemplo, a uma edificacdo com uma
estrutura menos complexa (madeira).

Mesmo assim, em todos o0s casos, sejam em estruturas complexas
ou ndo, essas patologias acontecem essencialmente devido a estreita
associacdo entre a microflora e a superficie do material (DAWSON;
DELONG; PACE, 2006).
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3.1.1 Biodeterioracéo na Construcdo Civil

Apds a construgdo, as estruturas de concreto estdo geralmente
imunes a acdo de organismos devido ao seu pH extremamente basico
(WEI et al.,, 2013). Isso por que sd0 poucos 0S Organismos que
conseguem permanecer e manter suas atividades metabdlicas em
ambientes com um pH elevado. Essa caracteristica ocorre
principalmente devido a formagdo do hidréxido de célcio (Ca(OH),),
componente fundamental das argamassas.

Com o passar do tempo, principalmente devido as caracteristicas
do ambiente como por exemplo ambientes com elevada umidade, longos
ciclos de umidificacdo e secagem, congelamento e descongelamento, e
também devido ao atrito das estruturas com outros materiais, essa
caracteristica basica vai reduzindo (RIBAS — SILVA 1995). Juntamente
a isso, ha a formacdo de rugosidades na superficie da estrutura o que é
extremamente favoravel a proliferacdo de micro-organismos.

Além das caracteristicas citadas anteriormente, 0 crescimento e
desenvolvimento de micro-organismos nas  construgfes  sdo
influenciados também pelos seguintes fatores: umidade, a falta de
ventilacdo, utilizacdo que se da ao comodo ou edificacdo, qualidade do
ar interno, condicdes térmicas, ar externo, variacbes sazonais,
temperatura, microclimas internos, projetos de construcdo, tipos de
materiais utilizados na construcdo, tipo de acabamentos, distribuicdo
geografica, materiais  organicos, ocupa¢do, manutencdo e
gerenciamento, inclinacdo e orientacdo da edificagcdo, porosidade e pH.
(SANCHEZ-SILVA; ROSOWSKY, 2008; TRAN et al., 2013).

Quando instalados, a atividade microbiana tem um papel
importante na questdo da durabilidade dos materiais de construcéo,
dando origem entdo ao termo biodeterioracao.

Deterioracdo é a perda da capacidade estrutural com o tempo
como resultado da acdo de agentes externos ou ao enfraquecimento do
material (SANCHEZ-SILVA; ROSOWSKY, 2008). A definicdo do
termo biodeterioracdo surgiu em Hueck (1968) como sendo qualquer
mudanca indesejavel nas propriedades de materiais causadas pela
atividade metabdlica dos organismos. Rose (1981) define o termo como
sendo o processo pelos quais agentes bioldgicos sdo a causa da redugédo
da qualidade e do valor estrutural. Similar a esses dois conceitos,
Dawson et al. (2006) definem de forma simples biodeterioracdo: a
degradacdo indesejada de materiais por microrganismos.

Diversos microrganismos vém sendo observados nos materiais de
construgdo, mas os mais frequentemente encontrados e estudados sdo os
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fungos, algas, bactérias (GAYLARDE; RIBAS SILVA; WARSCHEID,
2003). Allsopp et al. (2004) destaca ainda a acdo de insetos, roedores,
aves, liqguens e plantas como microrganismos causadores de
biodeterioragdo. Quanto aos mecanismos de agdo, estes variam de
organismo para organismo.

O custo da biodeterioracdo dos materiais de construcéo é dificil
de ser estimado, pois inclui custos econdbmicos com limpeza, reparos e
repinturas; ha também o custo cultural pela desfiguragdo de
propriedades historicas, problemas estéticos e estruturais (GAYLARDE;
RIBAS SILVA; WARSCHEID, 2003; TRAN et al., 2013).

Os procedimentos usuais para a prevencao da biodeterioracdo sdo
0s métodos de intervencdo que utilizam processos quimicos como por
exemplo, a aplicacdo de biocidas. Porém esses métodos ndo vém sendo
bem aceitos, pois ndo promovem uma longa duragdo da protecdo
fazendo com que sejam necessarias varias reaplicacbes do produto
(RUSSEL & CHOPRA, 1990). Além da curta durabilidade, Tiano
(1998) afirma que a aplicagdo desses produtos biocidas envolve outros
problemas como alta toxicidade e danos ao meio ambiente.

3.1.1.1 Deterioracéo por fungos

Os materiais de construgdo expostos tanto a atmosfera interna ou
externa sao amplamente reconhecidos como ambientes favoraveis para
os biofilmes microbianos em geral e para os fungos microscopicos
especificamente (KONDRATYEVA; GORBUSHINA; BOIKOVA,
2006).

Segundo Pinheiro (2003) e Dawson et al. (2006), os principais
mecanismos de agdo dos fungos na biodeterioracdo das estruturas sao a
liberacdo de &cidos organicos e inorganicos que sao produzidos durante
0 metabolismo e a penetragdo das hifas nas estruturas cristalinas dos
materiais.

Além da capacidade de colonizar ambientes hostis e do seu
potencial de biodeterioracdo, proveniente da liberacdo de produtos
metabdlicos, os fungos toleram larga faixa de pH e sdo capazes de
resistir a baixos teores de umidade. Outra caracteristica que os favorece
é a producdo de pigmentos escuros de melanina sintetizada por muitas
espécies, e que atua protegendo-os contra a acdo dos raios UV
(SANTOS, 2011). Todos esses fatores tornam os fungos um importante
agente no processo de biodeterioracdo

Uma série de organismos pode causar a biodeterioracdo das
estruturas de concreto. No Quadro 1 tem-se os principais fungos
encontrados e/ou estudados até entdo na literatura.
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Quadro 1- Principais fungos encontrados nos estudos sobre bioincrustagéo.

Fungos Referéncias
Alternaria sp Ghafoori e Mathis, 1997
Cladosporium cladosporioides Ghafoori e Mathis, 1997
Epicoccum nigrum Ghafoori e Mathis, 1997

Ghafoori e Mathis, 1997
Giannantonio et al., 2009
Lajili et al., 2008
Sobrinho, 2008

Fusarium sp

Aspergillus niger

Alternaria alternata Warscheida e Braamshb, 2000
Penicillium oxalicum Ghafoori e Mathis, 1997
Penicillium sp Sobrinho, 2008
Cladosporium sphaerospermum Pinheiro, 2003

Fonte: Adaptado de WEI et al. (2013).

3.2. NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia (NT) é o estudo e a manipulacdo da matéria em
dimensdes manométricas. O termo esta associado a um grupo
multidisciplinar envolvendo 4&reas da fisica, quimica, biologia,
engenharia, processos eletrénicos, materiais, aplicagcdes e conceitos em
que a caracteristica determinante é o tamanho (1SO, 2008).

O marco da NT foi em 29 de dezembro de 1959, onde Richard
Feynmam discursou na reunido anual da Sociedade Americana de
Fisica, sobre as vastas oportunidades presentes nos materiais, quando o0s
mesmos possuem dimensdes proximas do nivel atdmico (COSTA,
2014).

Tais pequenas dimensdes induzem propriedades especificas,
tornando esses materiais muito mais reativos que 0s mesmos materiais
em escalas maiores, permitindo também que passem por certas barreiras
biolégicas naturais (HOUDY; LAHMANI; MARANO, 2010). Dessa
forma, o interesse da NT é trabalhar, aplicar e entender as mudancas nas
propriedades quimicas e fisicas dos materiais nanoestruturados, dando a
eles uma ampla aplicabilidade tecnoldgica.

Em termos tecnolégicos, a primeira motivacdo para o
desenvolvimento de NM esta associado a reducdo das dimensGes de
dispositivos, aumentando sua compactacdo devido a insercdo de
material em nanoescala (OSCAR, 2016). No entanto, mais que a procura
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pelo simples beneficio direto da reducdo de tamanho, a grande
motivacdo para o0 desenvolvimento de objetos e dispositivos
nanomeétricos reside no fato que novas e incomuns propriedades fisicas e
guimicas surgem nessa nova escala (MELO & PIMENTA, 2004).

Os setores que mais tém se destacado no langamento de produtos
obtidos por via nanotecnoldgica, ou contendo nanotecnologia
embarcada, sdo: energético, de iluminacdo, automobilistico, de
embalagens, cosméticos, téxteis, farmacéuticos e esportivos (ABDI,
2011).

3.2.1 Nanotecnologia na Construgdo Civil

A nanotecnologia pode ter o potencial de aprimorar o concreto
com propriedades especificas através da otimizagdo do comportamento
do material e melhora significativa no desempenho mecanico,
durabilidade e sustentabilidade (BIRGISSON et al., 2012). Porro et al
(2010), corroborando com Birgisson et al. (2012), afirmam que a
nanotecnologia pode ser aplicada as novas tecnologias relativas a
construgdo civil, desde que estas sejam desenvolvidas com base numa
abordagem multidisciplinar.

Dentre as areas de atuacdo, Grove et al (2010) e Birgisson et al.
(2010) destacam que a NT pode garantir: a) desenvolvimento de
materiais de alto desempenho com base nas suas propriedades
mecénicas e de durabilidade; b) desenvolvimento de materiais e
estruturas de concreto sustentavel.

Uma série de pesquisas ja realizadas indicaram que o uso de
nanomateriais na ICC pode além de potencializar a resisténcia
(CAMPILLO et al., 2007) e a durabilidade (CARDENAS; STRUBLE,
2008) dos materiais, também pode garantir funcionalidade a eles como
propriedades fotocataliticas (auto-limpeza, reducdo da poluicdo e
capacidade anti-microbiana) (LACKHOFF et al.,, 2003), anti-
embacamento (DIAMANTI; ORMELLESE; PEDEFERRI, 2008).

Gaitero et al., (2010), afirmam que nanoparticulas (NP) de SiO,
tem implicacfes importantes para a cinética de hidratacdo do cimento
devido a um aumento da quantidade de cristais de CSH na pasta,
reducdo da  porosidade e  melhoria das  propriedades
mecanicas. Comprovando isso, Sanchez e Sobolev (2010), através de
sua pesquisa verificaram que a insercdo de nanoparticulas de SiO,
acelerou o processo de hidratagdo do cimento devido a uma redugdo do
teor de Ca(OH), e ao aumento do teor de silicato de calcio hidratado
CSH.
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Estudos demonstraram que NP de TiO, pode acelerar a
hidratacdo precoce do cimento portland (JAYAPALAN et al., 2010),
melhorar as resisténcias a compressdo e a flexao (LI, et al., 2007) . Além
disso, outros estudos revelaram que a inser¢cdo de nanoestruturas de
TiO, pode ser eficaz para a auto-limpeza de concreto, bem como a
conversdo de alguns poluentes em formas in6cuas, como por exemplo,
Oxidos de nitrogénio, monoxido de carbono, clorofendis e aldeidos das
emissdes veiculares e industriais (VALLEE et al., 2004; MURATA et
al., 1999; CHEN, 2009). Em sua pesquisa, Fonseca et al. (2010),
analisaram a redugdo da bioincrustagdo através de dois experimentos: a
inoculacdo de cianobactérias e espécies clorofiladas em amostras sélidas
de argamassa tratadas e a aplicagdo de solugdes aquosas em uma parede
externa coberta por organismos. O estudo comparou o potencial biocida
de trés tipos de tratamento, dois biocidas convencionais (Biotin T e
Anios) e a NP de TiO, com cerca de 20 nm. A conclusdo desse estudo
confirmou que a incorporagdo de NM é uma alternativa para prevenir a
bioincrustagdo nas argamassas, uma vez que os resultados obtidos
indicaram um desempenho superior aos biocidas convencionais.

Pesquisas mostraram que as resisténcias a compressao e a flexdo
de argamassas de cimento contendo NP de SiO, e Fe,O; eram ambas
maiores do que aquelas de argamassa simples de cimento (LI et al.,
2004; HUI et al., 2004).

Zhenhua et al., (2006), trabalharam com NM de Al,O; e
verificaram que a sua insercdo na argamassa foi eficaz para o aumento
do modulo de elasticidade. Sendo que, com uma adi¢do de 5% do NM, o
madulo de elasticidade aumentou em 143% aos 28 dias.

O efeito da adicdo nanoestruturas de ZrO, no cimento foi
estudado por Fan et al. (2004). No estudo, foi observado a redugédo da
porosidade e permeabilidade, 0 aumento da resisténcia a compressao e
melhoria da microestrutura da pasta de cimento.

H& muitas melhorias necessarias nas estruturas de concreto, tanto
a nivel de eficiéncia quanto de durabilidade, que podem ser realizadas
com a insercdo de nanoestruturas na sua composicao. Contudo, segundo
BITTNAR et al. (2009), essas melhorias sdo lentas. E esse atraso é
justificado pelos autores pela falta de compreensdo dos mecanismos
quimicos e fisicos e sua estrutura na escala nanométrica e também pela
falta de uma ampla compreensdo do que a nanomodificacdo significa
para o concreto.

Klihgshirn et al. (2010) afirmam que o ZnO serve como aditivo
para cimento ou concreto, prolonga a vida Gtil do cimento e melhorando
as suas propriedades hidraulicas.
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Apesar dos crescentes estudos voltados ao beneficiamento da
insercdo dos NM na ICC, essas nanoestruturas, mesmo em pequenas
guantidades e associadas, tém o potencial de impactar o0 meio ambiente
e salde humana (KANAREK; POWELL, 2006; O’BRIEN; CUMMINS,
2008).

BITTNAR et al., (2009) afirmam que os principais cenarios de
exposicdo dos NM na CC séo:

1) Fabricacdo: as liberagcbes de NM para o ambiente podem
ocorrer na fabricagdo de materiais de constru¢cdo em processos que
envolvam revestimento, composicdo, e incorporacdo de NM. A
exposicdo ocupacional dos trabalhadores ocorre por inalagdo, o que
pode causar problemas respiratdrios;

2) Demolicdo: é altamente provavel que a demolicdo, parcial ou
completa, resulte em na liberacdo dos NM para o meio ambiente;

3) Construcdo: os residuos que conttm NM sdo gerados
principalmente nas etapas de reparacao, renovagao e construcgao;

4) Liberac@es a longo prazo: durante a vida dos edificios, danos,
desgaste e abrasdo das infraestruturas, artificiais ou naturais, podem
causar a liberacdo de nanomateriais para o ambiente. Incéndio e/ou
incineracdo, por exemplo, podem liberar nanomateriais para a
atmosfera, chuvas intensas podem promover a dissolucgdo ou lixiviacdo e
drenagem de nanomateriais.

3.3. OXIDO DE ZINCO

O oxido de zinco (ZnO) é um material antigo usado desde 2000
a.C. em produtos médicos (MOEZZI; MCDONAGH; CORTIE, 2012).
Devido ao seu baixo custo, facilidade de fabricacéo e relativamente alta
disponibilidade (CHUAN, 2012), muitas aplicacGes foram desenvolvida
a partir de ZnO. Tornando o zinco (Zn) o quarto metal mais usado no
mundo, ficando apenas atrds do ferro, aluminio e cobre (MOEZZI,
MCDONAGH; CORTIE, 2012).

As superficies polares do ZnO sdo muito estaveis e tem sido
usadas para induzir a formacdo de novas nanoestruturas (KLINGSHIRN
et al., 2010), com diferentes morfologias. Essa variedade de morfologia
pode ser atribuida ao controle e ajuste dos parametros de sintese, tais
como: pressdo atmosférica, temperatura, uso de catalisadores e/ou
substratos, fluxo de gas de arraste, adicdo de dopantes e a natureza dos
materiais de partida (MAYRINCK et al., 2014).

Para Wang e Phys (2004), Klingshin (2007) e Hong et al., (2006),
0 ZnO é um material bastante promissor na area de nanotecnologia,
devido suas propriedades quimicas, 6pticas, mecanicas, elétricas e
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magnéticas. Ele se destaca dentre outros Oxidos devido a sua
versatilidade, com variadas morfologias, suas propriedades e também
pela possibilidade de sintese por métodos quimicos relativamente
simples e de baixo custo (MAYRINCK et al., 2014).

Particulas de ZnO com tamanho nanométrico sdo empregadas ha
muitos anos na inddstria cosmética, por serem amplamente utilizadas
como agentes atenuantes (que absorve e/ou dispersa) da radiacdo
ultravioleta (UV) (DJURIIC; NG; CHEN, 2010). Além dessa aplicagio,
0 ZnO pode ser utilizado também na industria farmacéutica
(KLINGSHIRN et al., 2010), em eletronicos (MAJOR; BANERJEE;
CHOPRA, 1985; KLINGSHIRN et al., 2010), na industria ceramica
(CHESLER et al., 2016; REDDY et al., 2016), em sensores de gas
(ZHANG; JIANG; SUN, 2017), células solares (SOUZA et al, 2014),
como aditivo alimentar (KLINGSHIRN et al., 2010), como catalisadores
de reacbes (FOROUZANI et al., 2015; LACKHOFF et al., 2003; LIN et
al., 2014), aplicagdes que utilizem suas propriedades luminescentes
(KLINGSHIRN et al.,, 2010; MAYRINCK et al., 2014) e na ICC
(NOCHAIYA et al., 2015).

3.3.1 ZnO e sua acdo biocida

Segundo Carvalho et al. (2014) e Ohira e Yamamoto (2012), o
ZnO possui propriedades biocidas. Devido a isto, esta atualmente sendo
usado como um agente antimicrobiano tanto na formulacdo de
microescala e nanoescala (ZHANG et al., 2010).

A principal razdo da utilizagcdo do ZnO como agente biocida é
devido a estabilidade e a vida mais longa do que os agentes
antibacterianos organicos ou agentes antimicrobianos usuais (ZHANG
et al., 2010). Os agentes antibacterianos organicos, por exemplo, sdo
frequentemente menos estdveis em comparacdo com agentes
antibacterianos inorganicos (SAWAI, 2003).

Varios mecanismos tém sido propostos para explicar a toxicidade
do ZnO. Varios relatos sugerem que as suspensfes aquosas de ZnO
(Equacdo 1) produzem niveis aumentados de espécies reativas de
oxigénio (ROS), devido principalmente ao peréxido de hidrogénio
(H202), que geram estresse oxidativo nas paredes celulares bacterianas
(DUTTA et al.,, 2012; PADMAVATHY; VIJAYARAGHAVAN, 2008).
O H,0, é um poderoso agente oxidante (GHULE et al., 2006) e sua acédo
esta relacionada a producdo de radicais hidroxilas no meio intracelular
que atacam lipidios, proteinas e DNA (PERES, 2005).
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ZnO + H,0 — Zn*" + H,0, (Equagdo 1)

Além disso, sabe-se que a liberacdo de ions de zinco a partir da
suspensdo de ZnO (BAI et al., 2010) e a interacdo entre as NP e a
membrana da célula contribuem para a morte celular (LEUNG et al.,
2012).

Xia et al. (2008) verificaram que o ZnO internalizado pelas
células ¢é rapidamente dissociado (conforme equacéo 1) e os fons Zn*?
formados séo liberados, prejudicando a atividade mitocondrial.

No estudo de Ramani, Ponnusamy e Muthamizhchelvan (2013)
foi avaliada a relacéo entre a forma e a toxicidade da NP de ZnO sobre
diferentes grupos de bactérias. Como resultado, os pesquisadores
concluiram que as nanoestruturas de ZnO apresentaram atividade
bactericida tanto para bactérias gram-positivas quanto gram-negativas.
E que as NP de ZnO apresentaram-se mais toxicas que os NB, indicando
que a toxicidade esté diretamente ligada a forma da nanoestrutura. Além
disso, com base nas diferengas observadas na toxicidade, a geracdo de
ROS e danos mecanicos & membrana celular sdo propostos como sendo
a principal fonte de toxicidade nas nanoestruturas.

Corroborando com os resultados de Ramani, Ponnusamy e
Muthamizhchelvan  (2013), o estudo de Yamamoto et al. (2001)
verificaram 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,O; a partir da superficie de ZnO.

Sardella et al. (2017) mostraram que as NP de ZnO com um
tamanho médio de didmetro inferior a 50 nm possuem alto potencial
biocida induzindo danos fisicos as estruturas fungicas. He et al. (2011)
também comprovou a acdo fungicida das NP de ZnO indicando inibicao
do crescimento e deformacéo nas hifas flngicas. Segundo os autores,
esses efeitos aumentaram com o aumento da concentracdo do NP.

3.4. NANOTOXICOLOGIA

Com o crescente interesse e desenvolvimento na érea de
nanotecnologia, surge uma ampla discussdo sobre os potenciais riscos
associados a exposicdo de organismos e a0 meio ambiente como um
todo (OSCAR, 2016). Uma vez que, a medida que o aumento da
producdo e do uso de nanomateriais, aumenta a possibilidade de
liberacdo no ambiente, o que aumenta o potencial de efeitos adversos
salide humana e ambiental (BITTNAR et al., 2009a).
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Os efeitos potencialmente nocivos que podem resultar da
producdo, transporte e utilizagdo desses materiais nanoestruturados
constituem a razdo da preocupacgdo e dos estudos voltados a area da
nanotecnologia (HOUDY; LAHMANI; MARANO, 2010). Dando
origem entdo ao termo nanotoxicologia.

A nanotoxicologia pode ser definida como a ciéncia que objetiva
0 estudo da toxicidade dos NM em relacdo ao homem e ao meio
ambiente. Sendo, segundo Donaldson et al. (2004), uma ciéncia
multidisciplinar, incluindo a ciéncia dos materiais, quimica, fisica e
medicina. Ela tem por missdo nortear o desenvolvimento seguro e
sustentivel da nanotecnologia (ABDI, 2011).

Os primeiros estudos sobre a toxicidade de NM foram realizados
na Ultima década do século XX, investigando materiais que em escala
micrométrica ndo apresentavam toxicidade, e que em escala
nanométrica, como nanoparticulados, apresentavam algum efeito toxico
(PASCHOALINO et al. 2010).

Os estudos até entdo realizados na area indicam que os NM
podem causar toxicidade (HOUDY; LAHMANI; MARANO, 2010;
BITTNAR et al., 2009; CLIFT; GEHR; ROTHEN-RUTISHAUSER,
2011), sendo o nivel de acdo e os efeitos dessa exposicdo préprios de
cada material e de cada organismo.

Bittnar et al. (2009) afirmam que, de modo geral, o0s NM podem
causar toxicidade a nivel celular através de multiplos mecanismos (

Figura 1), sendo alguns deles: liberacdo de ions, interferéncia do
transporte de elétrons, geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
danos no DNA e ruptura da membrana celular.

Figura 1- Possiveis mecanismos tdxicos dos NM a nivel celular.
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Interferéncia no

transporte de elétrons Liberacgao de ions

Oxidacao direta
das proteinas

Danos no DNA

Geracao de espécies

reativas de oxigénio

4——— Rupturada
membrana celular

Fonte: Adaptado de BITTNAR et al. (2009)

3.4.1. Testes toxicoldgicos

Testes de toxicidade sdo ensaios realizados sob condicGes
experimentais especificas e controladas, que tem como objetivo avaliar
os efeitos nocivos das substancias, bem como o seu grau de toxicidade
sobre os organismos vivos (COSTA et al., 2008; MULLER, 2011).

Esses ensaios tornam-se instrumentos importantes na avaliacdo
do potencial de risco ambiental dos contaminantes uma vez que somente
as andlises fisico-quimicas ndo sdo suficientes. As analises fisico-
quimicas desconsideram efeitos da mistura, tais como efeitos aditivos,
sinérgicos e antagdnicos.

Basicamente, 0s organismos vivos sdo expostos a diferentes
concentracBes das substancias de interesse e analisam-se os efeitos
adversos causados sobre estes organismos, como por exemplo,
imobilidade, morte, alteraces fisicas, morfolégicas e funcionais, entre
outros (MATIAS, 2009).

Fenske et al. (2006) afirmam que uma combinacdo de varios
testes, utilizando organismos de diferentes niveis de complexidade,
proporcionam resultados confiaveis para a avaliacdo da toxicidade em
diversas partes do ecossistema. As diferentes caracteristicas biologicas
entre as espécies de organismos-teste refletem como estes organismos
respondem a exposicdo de uma substdncia toxica a uma dada
concentracdo, apresentando niveis de sensibilidades diferentes
(POSTHUMA et al., 2002).

3.4.2. Organismos-teste
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Para a escolha dos organismos a serem testados, Rand et. al.
(1995) destacam que devem ser observadas questbes como a
disponibilidade e abundancia do organismo desejado, a uniformidade e
estabilidade genética nas populacdes, a representatividade de seu nivel
tréfico, a ampla distribuicdo e importancia comercial e a facilidade de
cultivo e de adaptacdo as condicdes de laboratorio. Além disso, para
facilitar a interpretacdo dos resultados, Costa et al. (2008) salientam que
devem ser utilizadas espécies cuja fisiologia, genética e comportamento
sejam bem conhecidos.

Os testes de toxicidade podem ser realizados in situ ou em
laboratério, avaliando efeitos agudos ou cronicos da exposi¢do a
determinado xenobidtico. Sendo esses efeitos toxicoldgicos dependentes
da concentracdo e das propriedades da substancia quimica & qual o
organismo é exposto, bem como do tempo de exposicdo (Rand et. al.,
1995).

3.4.2.1. Microcrustaceo Daphnia magna

A D. magna (Figura 2) é um microcrustaceo de agua doce,
originaria do hemisfério norte, com tamanho médio entre 5 a 6 mm
(ALVES e SILVANO, 2006). Segundo Costa et al. (2008) estes
organismos sdo bastante utilizados em testes de toxicidade pois existe
um grande numero de informacgdes sobre as técnicas de cultivo, 0s
requisitos de temperatura, luz e nutrientes e sobre sua resposta a muitas
substancias toxicas. Além da sua importancia na cadeia tréfica atuando
como consumidoras primarias, alimentando-se por filtragdo de material
organico particulado, principalmente de algas unicelulares.

Vulgarmente conhecidas como pulgas d’agua, as D. magna se
reproduzem por partenogénese ciclica, por isso, as populacdes
consistem quase que inteiramente de fémeas. Quando ocorrem
condicBes ambientais desfavoraveis, como baixas temperaturas ou
grande densidade e subsequente acumulacdo de produtos excretores,
estas induzem o aparecimento de ovos sexuados, ou efipios (CIMAR,
2011).

Segundo Knie & Lopes (2004), as vantagens da utilizacdo desse
organismo em ensaios normatizados sdo: facilidade de cultivo em
laboratério, reage sensivelmente a varios agentes nocivos, producéo de
descendentes geneticamente idénticos garantindo uniformidade nos
testes e seu ciclo de vida e producéo sdo relativamente curtos.
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Figura 2- Microcrustaceo D. magna.

o —

Fonte: A autora.

3.4.2.2. Bactéria marinha bioluminescente Aliivibrio fischeri

A. fischeri € uma bactéria marinha gram-negativa e anaerébica
que em condi¢des ambientais favoraveis emite luz naturalmente,
necessitando somente de condi¢bes de oxigénio de 0,5 mg/L (KNIE &
LOPES 2004). Possuindo uma distribuicdo global, essas bactérias
podem ser encontradas em pequenas quantidades em vida livre nos
oceanos, ou em grandes quantidades em areas isoladas, ou associadas a
outros organismos marinhos.

A emissdo de luz se da utilizando parte da energia obtida no
ciclo de Krebs, porém ao entrar em contato com substancias toxicas a
producdo de energia € inibida, fazendo com que a emissdo de luz cesse
ou diminua (UMBUZEIRO & RODRIGUES, 2004). Assim, nesse teste
é medida a reducdo da luminescéncia emitida naturalmente pela bactéria
quando ela é exposta em contato com um agente téxico, o qual inibe a
atividade da enzima luciferase (COSTA et al., 2008).

Segundo Costa (2014), esse organismo é considerado bom
indicador de contaminacdo em ambientes marinhos e por isso sdo
usualmente utilizadas em ensaios de avaliacdo toxicolégica de
xenobidticos ou efluente que possam causar algum efeito nocivo ao
meio ambiente. Além disso, os ensaios utilizando esta bactéria marinha
sdo rapidos, sensiveis e faceis de executar (COSTA et al., 2008).

3.4.2.3. Semente de alface (Lactuca sativa)

Souza et al (2005) afirmam que sementes sdo excelentes
organismos para bioensaios. Ferreira (2007) salienta que plantas de ciclo
curto, como no caso L. sativa, sdo ideais para estudos toxicol6gicos
laboratoriais, além de terem grande importancia para a agricultura e o
seu cultivo ser difundido em quase todo 0 mundo.
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Estes ensaios vém sendo cada vez mais utilizados na avaliacao
de potenciais danos ambientais devido ao seu custo relativamente baixo,
a curta duracdo dos ensaios e a sensibilidade que estes organismos testes
apresentam a substancias toxicas (GRANADOQOS, 2004). Além disso, as
sementes mantidas em ambienteis secos permanecem dormentes e
podem ser estocadas por longos periodos sem perder a viabilidade.

Os ensaios utilizando L. sativa avaliam o efeito téxicologico das
amostras sobre a germinagdo e sobre o crescimento das radiculas de
sementes de alface.

3.4.2.4. Fungos Aspergillus niger

Fungos sdo organismos eucarioticos heterotréficos que ocorrem
em associagdo com outras espécies, como patdgenos de animais e
plantas ou como espécies de vida livre (LOPES, 2011).

Esses organismos tem importante papel na decomposicdo de
materiais organicos (GADD et al., 1986). E devido a isso, a importancia
ecoldgica dos fungos em processos como a ciclagem e a decomposigédo
dos nutrientes os torna um grupo taxondmico fundamental para a
deteccdo e monitoramento ambiental de poluentes (WEITZ;
CAMPBELL; KILLHAM, 2002).

Os ensaios toxicoldgicos com fungos, além de serem utilizados
para avaliar possiveis alteragdes no crescimento, biomassa, reprodugéo e
viabilidade dos organismos, sdo importantes aliados no
desenvolvimento de eficientes fungicidas para controlar os agentes
patogénicos (GADD, 1993; GADD et al., 1986; HORSWELL et al.,
2006; WEITZ; CAMPBELL; KILLHAM, 2002). Além disso, outra
importante motivacao para a realizacdo dos ensaios toxicoldgicos com
fungos é a perda da eficacia dos compostos utilizados devido ao
aumento da resisténcia microbiana (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA,
2016).

Aspergillus niger é um fungo filamentoso, do grupo ascomiceto,
onipresente no ambiente, mesofilico, aerébio, de cultivo facil, ampla
aplicabilidade na biotecnologia e que cresce em uma grande variedade
de substratos (BAKER, 2006; MAHESHWARI; BHARADWAJ;
BHAT, 2000; PARSHIKOV; SUTHERLAND, 2014). Seu crescimento
geralmente estd associado a altos niveis de umidade e baixa intensidade
de luz, causando problemas de saude, incluindo alergias, sintomas
respiratorios e asma, especialmente durante a exposicdo prolongada
(CHEN; YANG; WU, 2009).



4. MATERIAIS E METODOS

Os ensaios de bancada, a sinteses dos nanomateriais e ensaios
toxicolégicos foram realizados no Laboratério de Toxicologia
Ambiental (LABTOX). A caracterizacdo dos NM foi realizada no
Laboratério Central de Microscopia Eletrdnica (LCME) — UFSC, no
Laboratorio de Caracterizacdo Microestrutural (LCM) — UFSC e na
Central de Analises do Departamento de Quimica — UFSC. A
preparacdo das amostras para andlise em microscopia eletronica foi
realizada no Laboratorio de Biologia Celular Vegetal (LABCEV) e as
analises com o fungo foram realizadas no Departamento de
Microscopia, Imunologia e Parasitologia (MIP) do Centro de Ciéncias
Bioldgicas da UFSC.

4.1. SINTESE DOS NANOMATERIAS

4.1.1. NBdezZnO

Os NB de Zn puros foram sintetizados conforme a metodologia
descrita por Yang et al. (2011) com algumas modifica¢es, conforme
Figura 3. Inicialmente, 14,75 g de acetato de zinco e 7,4 g de hidréxido
de potéssio (KOH) foram solubilizadas em 60 mL e 40 mL de metanol
(MeOH), respectivamente. Em seguida, as duas solucBes foram
misturadas e mantidas por 72 h sob refluxo a 60°C. A fracdo sélida da
solucdo foi separada por centrifugacéo, lavada cinco vezes com agua de
osmose e cinco com etanol e seca em estufa a 50°C por 24 h, obtendo-se
entdo os NB de ZnO.
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Figura 3 - Fluxograma de sintese dos NB de ZnO.

[ 14,75 g de Acetato de Zn ] [ 7.4 gde KOH ]

60 mL de MeOH 40 mL de MeOH

Agitagdo

[ Mistura dos produtos solubilizados ]

Agitagdo e Refluxo, 60°C, 72 h.

{ NB de ZnO em solucdo ]

1 - Lavagem com agua de osmose;
2 - Lavagem com etanol (5x);
3 - Secagem, 50 °C, 24 h.

[ NB de ZnO ]

Fonte: A autora.

4.1.2. NBde ZnO@NH,

Os NB de ZnO foram sintetizados segundo a metodologia
indicada por Oscar (2016) com modificagfes, conforme fluxograma
ilustrado na Figura 5. Trés gramas de NB de Zn foram suspensas em
100 mL de tolueno com auxilio do ultrassom. A suspensdo coloidal foi
mantida sob refluxo e agitacdo em atmosfera de argbnio. Ap6s um
periodo, foi adicionado a solucdo 10 mL de (3-aminopropil)
trimetoxisilano (APTMS) (Figura 4) e mantido ainda sob refluxo e
agitacdo a 60 °C por 24 h. Todo a reagdo permaneceu sobre atmosfera de
argbnio. Apds as 24 h, os NB de ZnO@NH, foram lavados por
centrifugacdo com agua de osmose (10x) e secos em estufa a 90 °C por
2 h. Apbs as 2 h, os NB de ZnO@NH, foram secos a temperatura
ambiente e em seguidos lavados com agua de osmose (5x) e etanol (5x)
e secos em estufa a 50 °C por 24 h.

Figura 4- Molécula funcionalizante (3-aminopropil) trimetoxisilano
(APTMS).

QCHa NH
HgCO—Slii—/\/ 2

OCHj3
Fonte: A autora.
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Figura 5- Fluxograma de sintese dos NB de ZnO@NH.
3 g de NB de ZnO
100 ml de Tolueno

Ultrassom, 5 min (33%, 150 W).

[ Solugdo coloidal ]

Refluxo, 60 °C, 30 min , atm de Argonio.

[ Solugdo coloidal ] 10 ml de APTMS

1 - Refluxo, 60 °C, 24 h, atm de Argbnio;

2 —Lavagem com agua de osmose (5X);

3 —Secagem, 90°C, 2 h;

4 —Lavagem com agua de osmose (5x) e etanol
(5x);

5 — Secagem, 50°C, 24 h.

[ NB de ZnO@NH2 ]
Fonte: A autora.

4.2. CARACTERIZACAO DOS NM

4.2.1. Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)

A estrutura morfoldgica, o tamanho e o didmetro dos NM
sintetizados foram analisados via MET. A metodologia de preparo das
amostras consistiu inicialmente na suspensdo de NB de ZnO puros e
funcionalizados em &gua ultrapura (UP) ou no respectivo meio de
cultivo na concentracgdo de 1g/L. Em seguida, depositou-se uma gota da
solucdo, previamente sonicada no ultrassom por 2 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. Em seguida, a amostra
foi seca a temperatura ambiente por 24 h.

As analises foram realizadas no microscépio modelo TEM JEM
1011 (JEOL Ltd., Téquio, Japao), localizado no Laboratdrio Central de
Microscopia Eletrénica da UFSC (LCME-UFSC).

4.2.2. Diametro hidrodindmico (DH) e Potencial Zeta (Pz)

Os didmetros hidrodindmicos dos NB foram obtidos através da
medicdo do espalhamento dindmico de luz. A estabilidade dos NB em
suspensao foi avaliada através do Potencial Zeta (Pz).

Para ambas as analises, preparou-se uma solucdo de 1 g/L de
NB diluido em &gua UP ou em algum meio especifico de determinados



42

organismos teste. Apos isso, 0s NB foram suspensos nos meios com o
auxilio de um ultrassom, sendo sonicados por 3 minutos.

Essas andlises foram realizadas no equipamento Nanobrook
modelo 90Plus PALS (Brookhaven, New York - USA) localizado no
LABTOX.

4.2.3. Difracdo de Raio-X (DRX)

Através do difratograma gerado na analise de DRX é possivel
identificar os picos caracteristicos da fase cristalina do material puro, e
assim, verificar a pureza do NB.

O NB em pé foi prensado para a formacdo de uma pastilha de
aproximadamente 3,4 mm. Esta pastilha foi inserida no compartimento
do equipamento X’Pert (Philips), localizado no Laboratério de
Caracterizagdo Microestrutural (LCM) da UFSC. O angulo de difragdo
em 20 foi registrado de 5 a 80° a temperatura ambiente e o tubo utilizado
como fonte dos raios-X deve ser o cobre, CuKa, com A = 1,54056 A.

4.2.4. Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

Nesta técnica, aplica-se radiagdo infravermelha a amostra e
promove-se a vibracdo e deformacdo de ligagcdes quimicas. Como cada
material possui ligagdes quimicas Unicas e absorve ou transmite
diferentes espectros do infravermelho é possivel verificar a presenca de
grupos funcionais evidenciando a funcionalizagdo do material. Assim,
nos espectros de FTIR é possivel identificar as bandas caracteristicas
dos grupos funcionais presentes nas amostras.

Para realizar as analises de FTIR foram preparadas pastilhas das
amostras da molécula funcionalizante APTMS e dos NM de ZnO puro e
funcionalizado com KBr anidro. As analises foram realizadas na Central
de Analises do Departamento de Quimica da UFSC, no equipamento
FTIR modelo ALPHA (Bruker, Billerica, EUA).

4.2.5. Area Superficial

A determinacdo da area superficial dos NB estudados foram
realizada no Laboratdrio de Materiais Elétricos (LaMatE) da UFSC
através do equipamento NOVA Surface Area Analyzer (Quantachrome
Instruments, Boynton Beach, EUA), baseado no método de BET
(BRUNAUER; EMMETT; TELLER, 1938). Também conhecido como
Teoria da Absor¢do Multimolecular, essa metodologia baseia-se na
absorcao fisica de um gas inerte a baixas temperaturas.
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Para esta analise, resfriou-se a amostra a 77 K durante uma hora
no préprio equipamento. Submeteu-a a ciclos de adsorcdo e dessorcéo
através da injecdo de nitrogénio liquido. A &rea superficial especifica é
calculada pelo software do equipamento através da equacdo do método
de BET.

4.3. TESTES TOXICOLOGICOS

4.3.1. Preparagdo das amostras 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 toxicolégico dependendo do organismo a
ser exposto, e os elutriatos preparados a partir de composi¢fes de
argamassa com diferentes porcentagens de NM adicionadas.

Para os testes com os elutriatos, foram seguidas as
recomendacfes da NBR 15.469 (ABNT, 2007). A norma indica a
proporcdo de uma parte de sedimento para 4 partes de agua de dilui¢do
(1:4). Por isso, optou-se pelo preparo de amostras sélidas de 30g
(argamassa + NM ou somente argamassa para o branco) em moldes de
8,0x8,0x0,2 cm. Para a obtencdo da composicdo respeitou-se a
proporcdo liquida recomendada pelo fabricante. Sendo 250 mL para
cada 1 kg de argamassa.

ApGs o preparo, as amostras sélidas permanecem em repouso
por 48 h. Em seguida, como indicado na norma, foram submetidas a
agitacdo constante por 30 min em 120 mL (1:4) de meio diluente. Apds
a agitacdo, o sistema permaneceu em repouso por 1 h e entdo se obteve
o elutriato.

4.3.2. Analises Toxicoldgicas
Foram realizados testes de toxicidade aguda e crénica como o
microcrustaceo D. magna, toxicidade aguda com a bactéria marinha
bioluminescente A. fischeri, ensaios de fitotoxicidade com sementes de
L. sativa e testes antifingicos com o organismo A. niger.

4.3.2.1. Cultivo de D. magna
Os neonatos de D. magna utilizados nos ensaios toxicol6gicos
sdo provenientes do LABTOX. O laboratério mantém o cultivo desses
organismos seguindo as recomendacdes da ABNT NBR 12.713/2010.
Os organismos foram cultivados em béqueres de 2 L com cerca
de 1,5 L de agua de cultivo M4 (NBR 12.713/2016) em temperatura e
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luminosidade controlada de 20 + 2°C e fotoperiodo de 16 horas de luz,
respectivamente. A manutencdo da cultura € realizada trés vezes por
semana onde a agua de cultivo é trocada e uma nova quantidade de
alimento, a alga Scenedesmus subspicatus, é fornecida. Além disso, é
feito o controle de organismos adultos e a higienizacdo das vidrarias
utilizadas.

A manutengdo do cultivo consiste na troca do meio de cultura,
transferindo apenas os organismos adultos ao novo lote. Os filhotes s&o
destinados aos ensaios toxicoldgicos ou sdo descartados em recipiente
apropriado.

Semanalmente foram realizados testes de sensibilidade com
dicromato de potéssio, como descreve a 1ISO 6341/2012, para verificar a
qualidade do cultivo e para atestar a viabilidade da utilizacdo dos
organismos nos bhioensaios. A faixa de sensibilidade recomendada para a
utilizagdo dos organismos nos testes é entre 0,6 mg/L e 1,7 mg/L de
CEsp,24n (1SO, 2012).

4.3.2.2. Teste de toxicidade aguda com D. magna

A metodologia para a realizagdo dos testes de toxicidade aguda
com D. magna seguiu orientagdes da NBR 12.713 (ABNT, 2010). As
amostras foram avaliadas através da exposicdo de neonatos (2 até 26
horas de vida) a diferentes concentragdes da substancia a ser testada
diluida no meio ISO, por um curto intervalo de tempo (48 h) (OSCAR,
2016). Os testes foram realizados em duplicata para cada dilui¢do,
sendo colocados 10 neonatos em cada réplica com 25 mL de volume
final.

Neste ensaio foi avaliado o efeito sobre a capacidade natatoria
dos organismos expostos a amostra. Ap6s serem contabilizados os
organismos imoveis apés 48 h do ensaio, o resultado foi avaliado
através do programa estatistico Trimmed Spearman Karber e expresso
na concentracdo efetiva que causa imobilidade em 50% dos organismos
expostos (CEs).

Trabalhou-se com dois tipos de amostras distintas. NB de ZnO
e NB de ZnO@NH; diluidos em meio ISO e elutriatos das composicoes
de argamassa com e sem NM, sendo estes também extraido em meio
ISO.

Para as solugdes de NM, optou-se por sempre partir de uma
concentracdo-mde de 1 g¢/L, tanto para NB ZnO quanto para NB
ZnO@NH,.

4.3.2.3. Teste de toxicidade crénica com D. magna
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No ensaio de toxicidade crbnica, neonatos de D. magna foram
expostos durante 21 dias ao agente toxico. Ao fim do periodo de
exposicao, foram observados os efeitos na reproducéo, no crescimento e
na longevidade desses organismos.

Os resultados obtidos no ensaio foram tratados estatisticamente
no software Dunnett, de modo a obtermos a concentracdo de efeito
observado (CEO) e a concentracdo de efeito ndo observado (CENO).
Onde a CEO indica a menor concentragdo da amostra que causa efeito
significativo nos organismos e a CENO indica a maior concentragdo da
amostra que nao causa efeito significativo nos organismos.

Os testes foram mantidos sob as mesmas condi¢cBes de
temperatura e luminosidade exigidas para o cultivo de D. magna. A
troca é mantida trés vezes por semana e a cada troca é disponibilizado
um novo alimento. O meio de diluigdo do ensaio é a 4gua de cultivo
(M4).

Foram realizados dois testes cronicos relativos as solugdes de
NB ZnO e NB ZnO@NH,, diluida em meio M4, ambas nas
concentracGes de 1g/L.

4.3.2.4. Teste de toxicidade com A. fischeri

Os testes de toxicidade aguda com a bactéria A. fischeri foram
realizados conforme as normas 1SO 11.348 — 3 e ABNT NBR 15.411-3.
O equipamento utilizado foi 0 MICROTOX® 500 e o lote de bactérias
utilizado nos ensaios foi 14M4173 proveniente da SDI® (Newark, DE,
USA).

O ensaio consistiu na exposicdo das bactérias a oito diluigdes da
amostra, sendo a concentragdo de 80% a maxima. Alguns parametros da
amostra precisaram ser corrigidos (como salinidade de 20 g/L no
minimo e pH entre 6,5 — 8,0) para manutengdo da cepa da bactéria e
evitar resultados falsos positivos de toxicidade. A temperatura do ensaio
foi controlada pelo prdprio equipamento, de modo que as séries de
diluigBes sdo mantidas a 15 °C e o reagente bacteriano a 3 °C.

Para a validacdo do ensaio foi realizado um teste de
sensibilidade com a solugdo de controle positivo sulfato de zinco
heptahidratado (ZnS0O,.7H,0O) 100 mg/L. Os ensaios com as amostras a
serem testadas s6 podem ser realizados se a sensibilidade do lote estiver
entre 2 e 10 mg/L. Caso contrario, o lote deve ser descartado.

A medicdo da luminescéncia foi realizada em trés momentos:
no tempo zero (antes da exposicdo da bactéria a amostra), 15 e 30
minutos ap6s 0 contato da bactéria com a amostra. Todos os
procedimentos realizados foram indicados e controlados pelo software
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Microtox Omni 4.0. E como resultado determinou-se a CEsg 15 min € 0
fator de diluicéo.

Foram realizados testes com solugdes de 1 g/L de NB de ZnO e
NB de ZnO@NH, e ensaios com os elutriatos de argamassa pura €
diferentes composi¢des de NB adicionado.

4.3.2.5. Teste de germinagdo com L. sativa

Para a realizagdo dos ensaios, foram adquiridas sementes de
alface da espécie L. sativa da marca Isla Pak. Segundo o fabricante, as
sementes ndo possuem defensivos agricolas em sua composicao,
informando um grau de pureza de 99,9%. Como informacdes adicionais,
a empresa afirma que as sementes dessa espécie levam em média 4 dias
para germinarem e a temperatura ideal para o cultivo é de 24°C, com
minima de 2 °C e maxima de 29°C.

Os testes foram realizados com base na Regra para Analise de
Sementes (RAS) fornecidas pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (BRASIL, 2009). As sementes foram colocadas sob duas
camadas de papel filtro dentro de uma placa de petri e as amostras a
serem testadas foram adicionadas a placa apenas no inicio do ensaio.

Segundo a RAS (2009), a quantidade de agua a ser adicionada
deve levar em consideragdo o peso do substrato. Sendo de 2 a 3 vezes o
seu peso. Além disso, o teste exigiu um fotoperiodo de 16h, com
controle de temperatura entre 15 e 20 °C. A duragéo do teste foi de 7
dias, sendo a contagem inicial de sementes germinadas realizada no 4°
dia. No sétimo dia foi feita a medicdo da raiz primaria a fim de analisar
estatisticamente se a exposicdo a amostra comprometeu o0 seu
desenvolvimento.

4.3.2.6. Atividade antiflngica com A. niger (ATCC 6275)

A atividade antifingica foi avaliada de duas maneiras. Uma
analisando a acgdo biocida dos NB de ZnO através de um teste de
sensibilidade ao nanomaterial, e outra através da exposicdo de fungos a
blocos de argamassa contaminados com NB de ZnO.

O teste de sensibilidade a antiflngico utilizado foi 0 método de
diluicdo de agar. Esse método envolve a incorporacdo de concentracdes
desejadas do agente antimicrobiano em um meio agar seguido da
inoculacdo de um inéculo microbiano definido no centro da superficie
do meio solidificado.

Essa técnica é adequada para testar a susceptibilidade de
agentes antibacterianos e antifingicos (BALOUIRI; SADIKI;
IBNSOUDA, 2016). Segundo Barry (1986), este teste apresenta
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vantagens como a capacidade de testar diferentes estirpes ao mesmo
tempo, facil deteccdo de contaminacdo e capacidade para testar
materiais opacos.

A Figura 6 apresenta um esquema ilustrativo do crescimento
fangico e do teste de sensibilidade realizado com os NB de ZnO. Como
ilustrado na ETAPA 1 da figura 6, placas de petri contendo meio de
cultura Potato Dextrose Agar (PDA) foram inoculadas com esporos de
A. niger e incubadas em estufa bacterioldgica, a 35°C por 96 horas.
Apds o0 4° dia de crescimento, deu-se inicio a ETAPA 2, foram retirados
discos de 5 mm de didmetro do micélio desenvolvido na placa com
auxilio de um vazador. Novas placas foram preparadas com o meio de
teste Sabouraud Dextrose Agar (SDA) e aliquotas da solugéo estoque de
NM para a obtencdo de concentragfes de 100, 300, 500 e 700 mg/L para
0 NB de ZnO e 50, 70, 90 e 110 mg/L para 0 NB de ZnO@NH,
(ETAPA 3). O controle do experimento foi preparado com o meio SDA
sem adicdo de NM. As placas de Petri foram incubadas durante 7 dias a
35°C. Ao final do ensaio, com o agente antimicrobiano difundindo no
agar e inibindo a germinacdo e o crescimento do microrganismo testado,
os diametros de inibi¢do foram medidos.
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Figura 6 — Esquema ilustrativo do crescimento e teste de
sensibilidade do tipo diluicdo em agar com o fungo A. niger.
ETAPA1 - CRESCIMENTO FUNGICO

INOCULAGAO DOS ESPOROS CRESCIMENTO DO FUNGO APOS 4 DIAS, 35°

Esporos do fungo Micélios do fungo
A. niger

ETAPA2 - INOCULAGAONAPLACATESTE

RETIRADA DE DICOS DOS MICELIOS INOCULAGAO DO DISCO NA PLACA TESTE

Discos de 5 mm do
micélios do fungo

Vazador ——>

ETAPA3 - CRESCIMENTORADIALDO FUNGO APOS EXPOSICAO AO ANTIFUNGICO

INOCULAGAO DO DISCO NA PLACA TESTE CRESCIMENTO DO FUNGO APOS 7 DIAS, 35°

Fungo

Fungo Meio SDA +
Concentragéo de NB

’ Meio SDA +
§ Concentragdo de NB f

Fonte: A autora.

Como resultado do teste, foi obtida a inibi¢do do crescimento
micelial (ICM) que é calculada pela equacdo 2, descrita por Edgington,
Khew e Barron (1971) e modificada por Menten et al. (1976).

%ICM = S22 X 100 (Equacio 2)
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Onde:

ICM ¢ a inibi¢do do crescimento micelial (%);
CRTE é o crescimento radial do controle (cm)
CRT é o crescimento radial do tratamento (cm)

Os resultados de ICM foram avaliados estatisticamente pelo
teste de Tukey, adotando um nivel de significancia de 5%.

No Brasil ainda ndo existem normas que avaliem as
propriedades biocidas diretamente em argamassas. Tem-se apenas a
NBR 14941 (ABNT, 2011) referente a "Determinacao da resisténcia de
tintas, vernizes e complementos ao crescimento de fungos em placas de
Petri". Dessa forma, a metodologia utilizada para avaliar a a¢do biocida
da argamassa com a inser¢do do NM foi adaptada de Fonseca et al.
(2010) e de Luo et al. (2018) e pode ser visualizada na Figura 7.

Foram produzidas amostras sélidas de argamassas com NM
adicionado nas concentragdes de 0,125, 0,25 e 0,5% para NB de ZnO e
0,5% para NB de ZnO@NH, da composi¢do total da amostra. A
preparacdo das amostras de argamassa foi baseada na proporcdo de
preparo indicada pelo proprio fabricante sendo 1Kg de argamassa
comum a 250 mL de &4gua. A massa resultante da mistura foi aplicada
em moldes de 4x5,5x 0,5 cm (Figura 7A).

Paralelamente, conforme Figura 7C, os esporos do fungo foram
inoculados em meio de crescimento SDA e mantidos por 4 dias a uma
temperatura de 35°C. Preparou-se 0 meio agar PDA, e ap0s os 2 dias de
cura das amostras solidas, o meio foi vertido na superficie dos blocos de
argamassa, distribuindo aproximadamente 3 mL do meio em cada bloco
(Figura 7B). Apods a solidificacdo do meio sob as amostras sélidas o
fungo foi inoculado com o auxilio de um vazador de 5 mm de didmetro
(Figura 7E). As placas foram incubadas durante 14 dias a uma
temperatura de 35°C.
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Figura 7- Esquema ilustrativo do preparo das amostras sélidas com
0 meio SPD sob a superficie e 5 mm do micélio do fungo inoculado.

ENSAIO - INOCULAGAO DO FUNGO NOS BLOCOS DE ARGAMASSA

A. PREPARO DAS AMOSTRAS C. INOCULAGCAO DOS
SOLIDAS ESPOROS

Esporos do fungo
A. niger

Pasta de Argamassa

Molde’

B. PREPARAGAO PARA O ENSAIO D. CRESCIMENTO DO FUNGO
APOS 4 DIAS, 35°

Discos de 5 mm do
micélios do fungo

Meio PDA vertido sob o
bloco de argamassa

E. INOCULACAO DO MICELIO NO
BLOCO DE ARGAMASSA
Meio PDA vertido sob o Discos de 5 mm do
bloco de argamassa micélios do fungo

Bloco de Argamassa

Fonte: A autora.

Apds os 14 dias, a avaliacdo do crescimento sobre o corpo de
prova foi visual.

Todos o0s ensaios com fungos foram realizados no
Departamento de Microscopia, Imunologia e Parasitologia (MIP) do
Centro de Ciéncias Bioldgicas da UFSC.
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4.4. ANALISE ATRAVES DE MICROSCOPIA ELETRONICA
DE TRANSMISSAO

Os procedimentos relativos ao preparo dos emblocamentos do
microcrustaceo D. magna foram realizados no Laboratdrio de Biologia
Celular Vegetal (LABCEv), localizado no CCB da UFSC. Foram
emblocados os organismos expostos a CEO e ao controle negativo do
ensaio crénico.

Dessa forma, apds o periodo experimental, os organismos foram
processados para analise em microscopia eletrdnica de transmisséo
(MET), seguindo a metodologia de Bouzon et al. (2006) com
adaptagdes. Inicialmente, os organismos foram fixados em solugdo de
glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 4% e tamp&o cacodilato de s6dio a
0,1 M (pH 7,2) de 12 a 24 h. Em seguida, foram lavadas (3x) em tampéao
cacodilato de s6dio 0,1 M durante 30 min. As amostras foram entdo pos-
fixadas em tetroxido de dsmio 1% em tampéo cacodilato 0,1 M de 2a 4
h. Em seguida foram realizadas lavagens (3x) em tampéo cacodilato de
sodio 1% por 30 min cada. Apds a lavagem, as amostras foram
desidratadas em uma série acetdnica crescente (30%, 50%, 70%, 90% e
100%), 10 min cada etapa. A Ultima série, 100%, foi repetida 2 vezes. O
material foi entdo infiltrado com resina Spurr em séries graduais durante
5 dias. E duas infiltragbes em resina pura por 24 h cada. A amostra foi
entdo polimerizada em estufa a 70 °C por 24 h. Os cortes ultrafinos
foram realizados com auxilio de uma navalha de diamante e em seguida
corados com citrato de chumbo 1%.

Os cortes foram analisados no microscopio eletrnico de
transmissdo JEM 1011 (JEOL, Téquio, Japdo) do LCME - UFSC.

45 ANALISE ATRAVES DE MICROSCOPIA
ELETRONICA DE VARREDURA

Os procedimentos relativos ao preparo das amostras do
microcrustaceo D. magna e das raizes e folhas da semente de L. sativa
germinada também foram realizados no LABCEv.

Foram preparados as D. magna expostas a CEO e ao controle
negativo do ensaio crbnico. J& com relacdo as sementes, foram
preparadas para analise dos organismos expostos a primeira
concentracao que causou efeito significativo e ao controle negativo.

Inicialmente as D. magna e as L. sativa L. foram fixadas
durante 1 e 3 dias, respectivamente, em solucdo de glutaraldeido 2,5%,
paraformaldeido 4% e tampé&o cacodilato de sédioa 0,1 M (pH 7,2). Em
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seguida, foram lavadas (3x) em tampdo cacodilato de sodio 0,1 M
durante 30 min. As amostras foram entdo pos-fixadas em tetréxido de
6smio 1% em tampéo cacodilato 0,1 M de 2 a 4 h. Em seguida foram
realizadas lavagens (3x) em tampao cacodilato de sédio 1% por 30 min
cada. Apds a lavagem, as amostras foram desidratadas em uma série
crescente de etanol (30%, 50%,70%, 90%), 10 min cada concentracao.
Na sequéncia, o material foi seco sobre o ponto critico EM-DPC-030
(Leica, Heidelberg, Alemanha). As amostras foram depositadas sobre
suportes metalicos (stubs) e em seguida revestido com ouro-paladio,
segundo (SCHMIDT et al., 2012).

As amostras foram examinadas e fotografadas no MEV JSM
6390 LV (JEOL Ltd., Téquio, Japdo, em 10 kV).

4.6 ESPECTROMETRIA DE MASSA COM PLASMA
INDUTIVAMENTE ACOPLADO (ICP — MS)

A andlise de ICP-MS foi realizada na Central de Analises do
Departamento de Quimica — UFSC, no equipamento Espectrometro de
Massa com Plasma Indutivamente Acoplado ICP-MS, modelo NexION
300 D (Perkin Elmer, Sheltron, USA). Essa analise tem como objetivo
quantificar os ions Zn biodisponiveis presentes nas amostras.

As solucBes analisadas foram elutriatos de diferentes
composicgdes de argamassa e NM. Apds a extragdo da fracdo liquida, as
amostras foram acidificadas com HNO; afim de favorecer a liberacdo
dos ions de Zn. Em seguida, esses ions foram quantificados no
equipamento.

4.7 QUANTIFICAGAO IONICA

A quantificacdo de metais em suspensdo de NM foi realizada
através do método de espectrometria de absorcdo atdbmica de chama
(FAAS).

Foram analisadas as CEsq dos testes agudos e CEO dos testes
crénicos com D. magna, a primeira diluigdo que apresentou resultado
com relevancia estatistica para a semente L. sativa e a CEsp do teste
agudo com a bactéria e A. fischeri. Sendo cada amostra de NB diluida
no meio caracteristico de cada teste e tendo como controle negativo o0s
meios dos ensaios sem a diluicdo de NB.

Para a quantificacdo dos ions biodisponiveis, as amostras foram
acidificadas com acido nitrico até adquirirem pH < 2 e foram analisadas
de forma integral, considerando seus precipitados. Seguiu-se a
metodologia descrita pela APHA (1999).
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A quantificacdo foi realizada nas dependéncias do Laboratdrio
Integrado de Meio Ambiente (LIMA) no Departamento de Engenharia
Sanitaria e Ambiental, no equipamento SpectrAA 50 (Varian,
Califérnia, EUA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. CARACTERIZAQAO DO NM
5.1.1 Microscopia Eletronica de Transmissao
As imagens de MET confirmaram a morfologia alongada do
tipo 2D dos NB de ZnO com didmetro entre 25 e 35 nm e comprimentos

variados. Como é possivel visualizar na Figura 8, os NB apresentaram
dominios aglomerados quando analisados em agua de osmose.

Figura 8- Imagem por MET dos NB de ZnO puros (A e B) e
funcionalizados (C e D) em agua de osmose.

A

(G789
Ll M

Fonte: A autora.
5.1.2 Diadmetro hidrodindmico (Dy) e Potencial Zeta (Pz)

O Pz ¢ diretamente influenciado pelo pH (BERG et al., 2009),
concentracao, tipo de ions presentes (forca idnica) e pela concentracéo
de outras moléculas (DOORLEY; PAYNE, 2011) no meio dispersante.
Segundo Jo et al. (2012), as suspensdes de NM que possuem valores
absolutos de Pz proximo a 30 mV sdo consideradas suspensdes mais
estaveis.
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Com base nos resultados apresentados na Tabela 1 é possivel
observar que, de modo geral, os NB de ZnO@NH, apresentaram maior
estabilidade quando comparados os NB de ZnO puros. Isso pode ser
atribuido & molécula funcionalizante APTMS na superficie do NB, o
gue modifica a sua estabilidade em suspensdo. Esse aumento da
estabilidade devido & molécula APTMS foi também observado por Niu
et al. (2014) quando o revestimento recobria NP de carbeto de silicio.

As NP de 6xido metélicos tém uma forte tendéncia a sofrer
aglomeracdo devido a suas cargas superficiais (KANGO et al., 2013;
MALLAKPOUR; MADANI, 2015) e essa caracteristica fica evidente
guando o meio possui complexidade i6nica suficiente para favorecer
essa caracteristica. Isso péde ser visto com os diametros hidrodindmicos
nos meios NaCl e ISO (grande forca ibnica) quando comparados ao
valores encontrados no meio 4gua de osmose. Ou seja, a forca idnica do
meio favoreceu a aglomeragdo das particulas ocasionando um aumento
do didmetro hidrodindmico na solucéo.

Em meio NaCl 2%, verifica-se que as duas suspensdes
apresentaram uma diminuigéo significativa da estabilidade em relagédo
ao meio agua de osmose. Isso pode ser justificado pelo aumento da forga
idnica devido aos fons de Na* e CI".

Os maiores didmetros hidrodindmicos foram encontrados nas
suspenstes em meio NaCl 2%. Buffet et al. (2011) verificaram que em
agua do mar, houve aumento significativo dos diametros dos NM e as
suspensBes tornaram-se mais instaveis devido a diminuicdo do Pz em
comparagdo ao controle. O sinal negativo indica a reversdo da
polaridade da particula devido ao meio.

Tabela 1- Resultados de Pz em diferentes suspensoes.

Amostra Diluente pH Pz (mV) DH (nm)
Agua de Osmose (7,10 +£0,21] 19,80 + 2,31 | 333,60 + 9,34
NB de ZnO I1SO 7,02 +0,12| -12,66 + 1,33 |1814,90 + 10,54
NaCl 7,21 0,22 - 6,99 + 1,32 | 1903,56 * 6,32
Agua de Osmose |7,31 + 0,43| 43,60 + 4,88 | 430,98 * 6,43
NB de ZnO@NH, I1ISO 7,85 +0,22| 14,01 £ 1,65 | 621,00 * 8,43
NaCl 7,44 = 0,45| 10,31 * 3,12 | 2371,82 £ 7,50

Fonte: A autora.

5.1.3 Difracéo de raio — X
Com o difratograma obtido com a analise de DRX (Figura 9) é
possivel comprovar a pureza da fase cristalina dos NB sintetizados
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através do aparecimento dos picos caracteristicos do ZnO. A estrutura
cristalina hexagonal do NB foi identificada conforme cartdo do banco
internacional JCPDS N° 36-1451).

Figura 9- Difratograma de Raio -X do NB de ZnO.

NB de ZnO
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Fonte: A autora.

5.1.4 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

Na Figura 10, o espectro A corresponde a molécula
funcionalizante, o espectro B ao NB de ZnO puro e o C ao NB de ZnO
funcionalizado.

No espectro A é possivel observar o aparecimento de bandas
caracteristicas de NH (amina) e de ligacGes de CH alifaticos que sdo 0s
principais grupos que caracterizaram a molécula APTMS. Nas bandas
3366 e 3298 cm'' observa-se a regido de vibracdo de estiramento de
amina primaria, em 2944 e 2847 cm™ as vibracdes de estiramento
simétricos e assimétricos de ligacdes de CH alifatica e em
aproximadamente 1597 cm™ uma banda larga referente & deformacéo
angular do NH,.

No Espectro B do NB puro, em 3406 cm™ é possivel observar
uma banda caracteristica de hidroxilas. Em 1575 cm™, segundo a
literatura, esta banda é atribuida a carbonila do acetato e em torno de
1400 cm™ temos as bandas caracteristicas de CH alifatico (YANG; LIU,
2011). Em aproximadamente 500 cm™ é observado bandas de ligacdo de
Zn-O (SIGOLI et al., 2000).

A funcionalizacdo dos NB de ZnO foi confirmada devido ao
aparecimento de bandas dos grupos funcionais especificos no espectro
C, referente ao NB de ZnO funcionalizado. Onde na regido de 3400 cm?
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temos uma banda de sobreposicdo de hidroxila e de amina. Em 2927 e
2854 cm™ as bandas correspondentes ao estiramento do CH alifético e
em 1577 cm™ & vibragdo da deformac&o angular simétrica do NH..

Figura 10- Espectros de FTIR a) @NH,, b) NB de ZnO e c¢) NB de
ZnO@NH,.
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Fonte: A autora

5.1.5 Area Superficial

A partir da andlise de BET foi possivel observar que a
funcionalizagdo resultou num aumento da area superficial do NB de
ZnO (Tabela 2).
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Tabela 2- Area superficial do NB de ZnO puro e funcionalizado.

Area Superficial
Amostra (m2lg)
NB de ZnO 4,76
NB de ZnO@NH, 18,51

Fonte: A autora.

Isso pode ser explicado, segundo Babitha et al. (2015), pelo fato
das moléculas de APTMS recobrirem os NB de ZnO formando uma
camada irregular sobre o material, aumentando assim sua &rea
superficial.

Esse aumento da area superficial pode promover o aumento de
reatividade e aumento das interacGes entre NM e biomoléculas
(CHANG et al., 2012).

5.2. TESTES TOXICOLOGICOS COM NB

5.2.1 Toxicidade Aguda com D. magna

Os resultados obtidos nos ensaios de toxicidade aguda sdo
apresentados na Tabela 3. Avaliando os resultados é possivel observar
gue os NB testados apresentaram alta toxidade, sendo 6,86 e 4,45 mg/L
para NB de ZnO puro e funcionalizado respectivamente. Ambos os NM
testados foram mais téxicos que a solucdo de ZnSO, utilizada como
controle positivo para o0 ensaio. Seo et al. (2014) encontraram uma
CEsp4sn de 1,57 mg/L para NP de ZnO com didmetros de 20 - 30 nm.
Valor préximo ao encontrado por Skjolding et al. (2014) que foi de 1,9
mg/L para NP com 30 nm e por Kim et al. (2017), 1,4 mg/L para
particulas de 20 a 30 nm. Heinlaan e colaboradores (2008b) reportaram
em sua pesquisa uma CLsg4g, para NP de ZnO de 50 a 70 nm de 3,2
mg/L. Santo et al. (2014) encontraram valores de 1,9 mg/L para NP com
diametro menores que 50 nm e 3,1 mg/L para particulas de diametro
menores que 100 nm. Os estudos apresentados demonstraram um maior
potencial toxicolégico no NM de ZnO que os resultados encontrados
nessa pesquisa, provavelmente devido a diversos fatores, mas
principalmente devido as diferencas morfolégicas dos NM estudados e a
sensibilidade do cultivo dos organismos empregados.
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Tabela 3- Valores de CExs 45, Obtidos nos testes agudos com D. magna para
solugBes em meio 1SO.

Amostra oH CEiouen (Ma/L) | 0% (mg/L) Taxa de iiberagéo
’ de Zn”" (%)
NB de ZnO 7,2+ 0,03 6,86 + 0,24 1,30 + 0,23 18,95
NB de ZnO@NH,|7,5 + 0,07 4,45+ 0,33 1,91+0,11 42,92
ZnS0O, 6,7 £ 0,06 7,70 £ 0,12 2,34 £0,13 30,38

Fonte: A autora.

Sabe-se que quanto menor a particula, maior a area superficial e
maior a reatividade do material, e este pode ter sido um mecanismo
importante para a obtengdo dos resultados indicados na Tabela 3. O
tamanho reduzido dos NB de ZnO, quando comparados ao controle
negativo sugerem que boa parte da toxicidade encontrada esteja
relacionada ao tamanho das particulas. 1sso por que, mesmo possuindo
uma taxa de liberagcdo de ions de Zn maior, a solugdo de ZnSQO,
apresentou menor toxicidade quando comparado ao NB de ZnO.

Santo et al. (2014) realizaram estudos sobre a influéncia do
tamanho das NP de ZnO sobre o microcrustdceo D. magna e concluiram
que as particulas de menor tamanho apresentaram maior toxicidade,
indicando que seu tamanho reduzido era o0 agente causador da
toxicidade do NM. Mesmo assim, 0s mesmos autores ndo excluem que,
uma vez dentro da célula, a reatividade da NP possa aumentar a
liberacdo de ions causando efeitos adicionais e desregulando o equilibrio
osmotico da célula. Bystrzejewska-Piotrowska et al., (2009) e Nowack
e Bucheli (2007) evidenciam a importancia do tamanho da particula na
sua toxicidade, mas Zhu et al. (2008) indicaram em sua pesquisa que
este ndo é o Unico mecanismos de toxicidade uma vez que nao
obtiveram resultados de CEso significativamente distintos quando
analisaram particulas de diferentes tamanhos. Gadd e Casey (2007) e
Heinlaan et al. (2008a) indicaram que o principal mecanismo
toxicologico do Zn ¢ através da liberacdo de ions.

A quantificagdo idnica das trés solugbes nas suas respectivas
CEso48n evidencia que a toxicidade do Zn ndo esta associada apenas a
quantidade de fons Zn*? liberados no meio. Isso por que, a solucdo de
ZnSO, apresentou uma taxa de liberacdo intermediaria quando
comparado aos valores encontrados para as outras solugdes. Ou seja, a
analise de apenas uma caracteristica do NM ndo é o bastante para
determinar sua toxicidade.
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Poynton et al. (2011) demonstraram em seus estudos que a
diferenca na dissolucdo de ZnO é devido aos diferentes valores de pH
dos meios. E que, dentro do periodo de exposi¢do, 0s animais eram
submetidos a uma mistura de Zn*? e NM, ambos contribuindo para a
toxicidade.

Na comparagdo dos dois resultados obtidos para os NB
estudados, 0 NB de ZnO@NH, apresentou maior taxa de liberacdo de
jons. Este resultado ndo era o esperado, uma vez que a funcionalizagdo
com a molécula APTMS tinha como principal objetivo retardar a
liberacdo de ions. Presume-se que o aumento da liberacdo esteja
associado ao aumento da area superficial e a diminuicdo do didmetro
hidrodindmico. Além disso, a modificacdo superficial do NB devido a
funcionalizagdo garantiu a ele uma superficie carregada positivamente,
afetando diretamente a interacdo entre 0 NM e as bhiomoléculas,
favorecendo sua internalizagcdo. De qualquer forma, estudos mais
aprofundados devem ser realizados para explicar tal fenémeno.

5.2.2 Toxicidade Crdénica com D. magna

Os resultados obtidos dos ensaios de toxicidade cronica séo
apresentados na Tabela 4. Neste teste de toxicidade crbnica foram
analisados os parametros crescimento, reproducdo e longevidade dos
organismos expostos.

Com relagcdo ao parametro longevidade, os NB de ZnO
apresentaram maior toxicidade uma vez que indicaram efeito na diluigcdo
de 0,98 mg/L enquanto que para os NB de ZnO@NH; o efeito foi
observado a partir da diluicdo 1,3 mg/L. Ambos os NM testados
mostraram-se mais toxicos que a solucdo de ZnSO, utilizada como
controle positivo do ensaio.

A reproducdo dos organismos testados foi analisada levando em
consideracdo o nimero total de filhotes gerados em relagcdo ao ndmero
de posturas por cada réplica ao final de 21 dias. Como resultado,
conforme indicado na Tabela 4, o NB de ZnO@NH, apresentou maior
toxicidade dentre as demais solucdes testadas, onde os efeitos ja foram
estatisticamente significativos a partir da diluicdo de 0,65 mg/L. Foi
observado para esse parametro uma diminuicéo significativa do nimero
de posturas para os dois tratamentos com NB, sendo que para a maior
diluicdo testada do NB funcionalizado, o Unico organismo vivo ap6s 0s
21 dias ndo se reproduziu.
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Tabela 4- Resultados dos testes de toxicidade cronica expressos em CEO e
CENO para os parametros longevidade, reproducdo e crescimento de D.
magna expostos aos NB de ZnO (puro e funcionalizado), tendo como
controle negativo uma solucdo de ZnSO, (* p<0,05 comparado ao controle

do teste).
Concentragdao Longevidade Reproducdao [Crescimento
X o .

Amostra (mg/L) sobreviventes (%) |(nascidos/prole) (mm)
Controle 100 8,54 4,55

0,44 70 7,21 4,02

NB de ZnO 0,65 60 7,19 3,7
0,98 50* 6,15* 3,38*
13 40* 4,95% 2,55%
1,95 20* 3,03* 2,43*

CEO (mg/L) 0,98 0,98 0,98

CENO (mg/L) 0,65 0,65 0,65
Controle 90 8,02 4,22

0,44 80 7,5 3,95
* *

NBZnO@NH, 0,65 60 5,08 3,66
0,98 50 2,04* 3,00*
1,3 40* 3,00* 2,65*

1,95 10* o* 2,3*

CEO (mg/L) 1,3 0,65 0,65

CENO (mg/L) 0,98 0,44 0,44

zns0, Controle 100 9,02 43
0,98 80 7,5% 3,24*

CEO (mg/L) - 0,98 0,98
CENO (mg/L) >0,98 <0,98 <0,98

Fonte: A autora.

Ao analisar o parametro crescimento dos organismos ap6s 21 dias
de exposicdo foi observada uma reducdo do comprimento dos
organismos nas trés solucdes testadas. Porém, para 0 NB de ZnO@NH,
a CEO foi maior do que para os demais tratamentos, mostrando que a
exposicdo a esse NB foi mais tdxica. Além da acdo direta devido a
exposicdo dos organismos aos NB, temos o efeito do NM sobre as
microalgas S. subspicatus, fornecidas as D. magna como alimento a
cada troca do meio do ensaio. Além da acéo direto do Zn na D. magna,
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esse efeito no crescimento pode estar associado também a
disponibilizagdo de um alimento de ma qualidade devido também a sua
exposicao ao tratamento.

Baseado nos resultados obtidos para os NB estudados, optou-se por
analisar através técnicas de imageamento por MET e MEV o0s
organismos expostos a concentracéo de 0,98 mg/L de NB de ZnO e 1,3
mg/L de NB de ZnO@NH,, as menores concentracdes que indicaram
efeito significativo nos trés parametros analisados para cada NB.
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Figura 11 - Micrografias obtidas via MET onde, A e B) referem-se a
estruturas dos organismos expostos ao controle negativo do ensaio; C e D)
ao NB de ZnO; E e F) ao NB de ZnO@NH, e G e H) indicam possivel
internalizacdo dos NB de ZnO puros nos intestinos das D. magna.

Fonte: A autora.
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Como indicado na literatura, através das micrografias obtidas foi
visivel o dano mitocondrial gerado pela exposi¢do dos organismos a
solugdes de Zn (Figura 11C e 11E) quando comparadas ao controle (Fig
11A e 11B). Foram observadas desorganizacBes das cristas
mitocondriais, inchagos, rupturas das membranas e presenca de vazios
no interior dessas organelas, indicando perfeito estado de degeneracdo
mitocondrial. As mitocondrias sdo estruturas de extrema importancia
para 0 metabolismo celular, participando de indmeros processos
bioquimicos da célula. Danos nessas estruturas afetam toda a atividade
metabolica da célula. A justificativa mais descrita pelos pesquisadores é
gue os danos mitocondriais sejam consequéncia de um estresse
oxidativo (Pl etal., 2013; POYNTON et al., 2011; ZHU et al., 2008).

Além do dano visivel nas mitocondrias, foi observada a redugdo
das microvilosidades do intestino dos organismos expostos aos
tratamentos (Figura 11D e 11F). Os microvilos sdo projecdes da
superficie das células intestinais e tem como principal fungdo aumentar
a superficie de contato da membrana, aumentando sua area superficial e,
consequentemente, sua area de absorcdo. Como possui relagdo direta
com a capacidade de absorcdo de nutrientes, presume-se que a 0s danos
causados a essas estruturas implicam numa reducéo na taxa de absorcéo
dos nutrientes.

Dominguez et al. (2015) concluiu em seu estudo que tanto
nanoesferas quanto NB de ouro carregados positivamente produzem
niveis maiores de estresse oxidativo, observados como geracdo de ROS
no trato gastrointestinal de D. magna, quando comparados aos controles
e NM carregados negativamente. Os autores ainda indicam que a
geracdo de estresse oxidativo é a principal resposta toxicologica a
exposicdo de particulas carregadas positivamente, o que justificaria o
dano no trato intestinal aparentemente maior da exposicdo ao NB de
ZnO@NH,.

Verificou-se também a possivel presenca de NB de ZnO puro no
trato intestinal, mais precisamente nas microvilosidades (Figura 11

Figura 11G e 11H). O trato gastrointestinal ¢ um dos mais
importantes portais de entrada para NP (ELDER; VIDYASAGAR,;
DELOQUISE, 2009) e o aparecimento de NP nessa regido ja foi relatado
na literatura (BACCHETTA et al.,, 2016; ROSSETTO et al.,, 2014;
SANTO et al., 2014).

Entre os inlmeros NM atualmente produzidos, os metais e dxidos
metalicos sdo considerados os mais perigosos devido a sua capacidade
de violacdo das barreiras epiteliais (ELDER; VIDYASAGAR,;
DELOUISE, 2009). Segundo a literatura, os NM podem atuar pelo
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menos em quatro diferentes maneiras nos organismos: a) por efeito
préprio do NM (GRIFFITT et al., 2009); b) por meios de dissolucdo de
NM com a consequente liberagdo de ions (BLINOVA et al., 2010) c)
por um efeito combinado de NM e ions liberados, ambos contribuindo
para a toxicidade (POYNTON et al., 2011); e d) pelo efeito conhecido
como "cavalo de troia"(LIMBACH et al., 2007; PERREAULT et al.,
2012).

Entre os fatores reconhecidos nas interagdes célula-NM, a carga
superficial é de grande importancia e, portanto, capaz de influenciar o
potencial toxico dos NM. Embora carregado positivamente devido a
funcionalizagdo com o grupamento amino, como p6de ser observada no
sinal positivo do Pz na Tabela 1, a possivel internalizagcdo dos NB nos
organismos expostos foi evidenciada apenas em organismos expostos ao
NB de ZnO puro.

Schleh et al. (2012) observou em seu estudo que particulas
carregadas negativamente apresentaram maior acumulacdo nos
organismos de ratos do que as particulas carregadas positivamente. Ja
Santo et al. (2014) observou efeito contrario, maior internalizacdo das
particulas carregadas positivamente no intestino de D. magna. O autor
firma ainda que a questdo é mais complexa pelo fato de que a carga de
superficie do NM provavelmente mude in vivo como resultado da
exposicao a gradientes de pH (por exemplo, no trato gastrointestinal) e
dos processos de adsorcao de proteina.

Nas micrografias obtidas através do MEV (Figura 12) foi possivel
observar danos nos filamentos das antenas (Figura 12D e 12E) ficando
clara a desorganizacédo e reducdo dessas estruturas quando expostas aos
tratamentos. Esses filamentos tem fungdo importante na capacidade
natatoria dos organismos servindo como “remos” possibilitando a sua
locomocgédo. Também houve redugédo dos filamentos localizados na base
das antenas (Figura 12E e 12H) quando comparados ao controle (Figura
12B).

Além dos danos identificados na parte externa dos organismos,
foram verificados através de imagens de MEV danos nos cilios internos
das D. magna expostas aos NB (Figura 12F e 121). Sendo visivel através
da FFigura 121 a proximidade desse dano ao intestino do organismo.
Esses cilios correspondem as malhas que sdo responsaveis pelo
mecanismo de filtragem das Daphnias.

D. magna sdo organismos filtradores que se alimentam de
pequenas particulas suspensas na coluna de agua (SERRA et al., 2018).
Os filtros funcionam como peneiras que mantém suspensos os alimentos
maiores que o tamanho da malha dos filtros (GOPHEN; GELLER,
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1984). Esses organismos geralmente demonstraram distdrbios na sua
atividade de alimentacdo pelos filtros, quando expostos a condigdes
desfavordveis (SERRA et al., 2018). Sendo a exposicdo a altas
concentracGes de produtos quimicos e farmacéuticos (PAN et al., 2017)
uma dessas condi¢des desfavoraveis.

No estudo de Gonzalez-Andrés et al. (2017) foram encontradas NP
de d6xido de ferro obstruindo o aparelho de filtragem e/ou aderidas ao
exoesqueleto, dificultando a natacdo. Em contrapartida, no presente
estudo, através da técnica de analise de raios-x ndo foi possivel
identificar o elemento Zn nos organismos, ou devido a inexisténcia dele
nas se¢des delimitadas para analise, ou devido a sua baixa quantidade de
Zn, ndo permitindo a deteccdo pelo equipamento, ndo sendo possivel
entdo determinar se 0 material aparentemente depositado nos aparatos
de filtragem sdo NB de ZnO.

Figura 12- Micrografias obtidas via MEV sendo A, D e G) estruturas do controle negativo
do ensaio, B, E e H) estruturas correspondentes a organismos expostos ao NB de ZnO e C,
F e I) organismos expostos ao NB de ZnO@NH,.

8kV X400  50pm LCME-UFSC

8KV X650  20pm LCME-UFSC X600  20pm LCME-UFSC § X500 Sopm

Fonte: A autora.
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5.2.3 Toxicidade aguda com A. fischeri

Tanto o NB puro quanto o funcionalizado apresentaram alta
toxicidade para a bactéria marinha A. fischeri, resultado este que
corrobora com o estudo de Heinlaan et al. (2008) que também relata a
alta toxicidade do NP de ZnO para a mesma bactéria.

Tabela 5 - Valores de CEsp 1smin Obtidos nos testes agudos com A.
fischeri para solucGes em meio NaCl.

Taxa de
Amostra pH CEso1smin (MQ/L) |Zn* (mg/L)| liberagdo de zn**
(%)
NB de ZnO 7,2+0,13 4,66 + 0,51 1,43+ 0,15 30,69
NB de ZnO@NH, | 7,5+ 0,42 7,07 + 0,98 1,19 + 0,01 16,83
ZnSO, 7,4+0,23 3,04 + 0,85 1,53 + 0,08 50,33

Fonte: A autora.

De modo geral, a diminuicdo da bioluminescéncia do
organismo testado reflete a inibicdo da atividade metabdlica bacteriana
devido a exposicdo aos tratamentos.

Segundo a literatura, 0 mecanismo antibacteriano propostos
para NP de ZnO ¢ a liberagdo de ions de zinco no meio (HEINLAAN et
al., 2008a; LI; ZHU; LIN, 2011; STOIMENOV et al., 2002). A
liberacdo de Zn*? tem efeito significativo na inibicdo do transporte ativo
bem como no metabolismo de aminoéacidos e sistema enzimatico
(SIRELKHATIM; MAHMUD; SEENI, 2015).

Diferente a outras quantificacdes ibnicas realizadas nesse
estudo, o NB de ZnO@NH, apresentou menor taxa de liberacéo de ions
no meio do ensaio. Consequentemente, apresentou a menor toxicidade
quando comparado ao controle negativo e ao NB de ZnO. Corroborando
com o0s estudos citados anteriormente, acredita-se que o efeito
bactericida do Zn estd associado diretamente a quantidade de ions
dissolvidos no meio, uma vez que a solucéo de ZnSQO, apresentou maior
liberacdo de ions e maior toxicidade.

Li, Zhu e Lin (2011) também verificaram a acdo toxica de NP
de ZnO em diferentes meios e como a maioria da literatura indica,
afirmaram que a acéo tdxica esta ligada a liberacdo de ions de Zn. Eles
ainda verificaram que devido a alta complexidade do meio NaCl, ocorria
uma alta aglomeracdo das particulas quando comparado ao diluente
agua ultrapura. Essa grande aglomeracdo resultava numa condigdo
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desfavoravel para a interagdo NP e célula bacteriana, o que justificaria a
acao toxica do Zn devido apenas a liberacdo de ions.

O aumento do didmetro hidrodindmico e a diminuicdo da
estabilidade dos NM no meio NaCl encontrado nesta pesquisa, podem
indicar que fato semelhante ao relatado por Li, Zhu e Lin (2011)
ocorreu. Deste modo, a alta complexidade do meio que resultou no
aumento do didmetro hidrodindmico e diminuicdo da estabilidade
favoreceu a aglomeracdo das particulas e consequentemente,
desfavoreceu a interagdo do NM com a bactéria.

Nos seus estudos Pasquet et al. (2014) descobriram que a
liberacdo de Zn*? é afetada por dois principais parametros: (a) as
propriedades fisico-quimicas das particulas incluindo porosidade,
concentracdo, tamanho de particula e morfologia, e (b) A quimica dos
meios, incluindo parametros como pH, radiacdo UV, tempo de
exposicao e existéncia de outros elementos.

Dessa forma, as mudangas na superficie do NB de ZnO devido
a sua funcionalizagdo com a molécula APTMS foram as responsaveis
pela reducdo da taxa de liberagdo de ions devido interagdes com o meio
salino. Leung et al. (2012) avaliaram o efeito das modificagdes
superficiais de NP de ZnO sobre a sua atividade antibacteriana
utilizando as moléculas dodecil triclorosilano (DDTCS), APTMS e 3-
(metacriloiloxi) propiltrimetoxisilano (MPS) como revestimentos. Ao
avaliarem a liberacdo de fons Zn*? constataram que a funcionalizacéo
com a molécula APTMS resultou numa menor taxa de liberacdo quando
comparados as demais NP estudadas. Seguindo a ordem ZnO@DDTCS
> ZnO@MPS > ZnO> ZnO@APTMS. Além disso, 0s autores
verificaram que a NP de ZnO apresentou maior producdo de ROS,
seguida pela NP de ZnO@APTMS, ZnO@MPS e ZnO@ DDTCS.
Analisando esses dois parametros, a NP de Zn apresentou-se mais toxica
que a NP de ZnO@APTMS, corroborando com os resultados obtidos
nesse estudo.

Bellanger et al. (2015) verificaram a diminuicdo da liberacéo de
fons Zn" de NP de ZnO@APTMS quando comparadas ao controle
negativo ZnCl. Os autores justificam esse resultado com uma possivel
estabilizacdo da dissolucdo desses ions devido a uma interacdo NP e
bactéria. Indicando que esta estabilidade estaria ligada a algum
componente estrutural da bactéria.

Embora alguns autores indiqguem que o efeito bactericida das
NP de ZnO ¢é devido unicamente aos ions de Zn (WANG et al., 2016),
outros autores indicaram a internalizacdo das NP devido a ruptura das
membranas causadas pela exposi¢do aos tratamentos. Sirelkhatim et al,
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(2015) propuseram dois mecanismos de a¢do bactericida: a) toxicidade
do zinco a membrana celular pela adesdo de particulas de ZnO e b)
toxicidade devido a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
como peroxido de hidrogénio (H,0,), anions superoxido (O,), e radicais
hidroxila (OH") ocasionando estresse oxidativo.

A toxicidade relativa & producdo de ROS devido a sua
internalizacdo na membrana celular da bactéria tem como resultado a
destruigdo de lipidios, DNA e proteinas (SIRELKHATIM; MAHMUD;
SEENI, 2015).

5.2.4 Fitotoxicidade com L. sativa
Os resultados referentes a taxa de germinagdo podem ser
observados na

Figura 13, a seguir. O controle negativo do ensaio, a solucéo de
ZnSQ,4, ndo apresentou toxicidade para o pardmetro germinacdo, ou
seja, todos o0s organismos expostos as concentracBes do ensaio
germinaram.

Avaliando os resultados encontrados podemos verificar que o
NB de ZnO@NH, apresentou maior toxicidade que o NB de ZnO, uma
vez que, em concentragbes mais baixas ele possui um percentual de
inibicdo de germinagdo maior.

O aumento da concentragdo a qual estavam expostas as
sementes de L. sativa resultou na diminuicdo do porcentual germinativo
ou, quando germinavam, as sementes apresentavam evidente grau de
retardo de crescimento e/ou atrofia radicular (Figura 14), para ambos 0s
tratamentos em altas concentragdes.

O resultado encontrado corrobora com diversos trabalhos
encontrados na literatura. Lin e Xing (2007), por exemplo, analisaram a
fitotoxicidade de cinco tipos de NM (nanotubos de carbono, NP de
aluminio, 6xido de aluminio, zinco e dxido de zinco) para seis espécies
de plantas. Em resumo, verificaram que apenas as particulas de Zn e
ZnO apresentaram inibicdo significativa da germinagdo de sementes.
Esse resultado foi também semelhante ao encontrado por Lin e Xing
(2008) que nos seus estudos, compararam a toxicidade entre NP de ZnO
e fon de Zn*? em sementes de Lolium perenne, uma erva da familia das
gramineas, nativa da Europa e da Asia.
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Figura 13 - Porcentagem de germinacdo de sementes de L. sativa expostas a
diferentes concentragBes de (A) NB de ZnO e (B) NB de ZnO@NH, -
(média + desvio padrdo, n=6, * p<0,05 comparado ao controle do teste).
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Figura 14- Comparagdo entre o crescimento das radiculas do controle e de
um dos tratados evidenciando a atrofia radicular encontrada em organismos
expostos nas duas concentracdes.

Controle Tratado

Fonte: A autora.

Além do efeito germinativo, ja ilustrado nas imagens
apresentadas anteriormente, o desenvolvimento e o crescimento das
raizes também foram afetados pela exposicdo aos trés tratamentos
testados, como é possivel ver na Figura 15.

Igualmente ao resultado obtido na analise germinativa, o NB de
ZnO@NH; mostrou-se mais toxico quando comparado ao NB de ZnO e
ao controle negativo no parametro comprimento médio das radiculas.

Os resultados numéricos obtidos expostos nas Figura 15, ficam
mais evidentes na Figura 16 a seguir, onde é possivel observar o
encurtamento das radiculas dos organismos a medida que a
concentra¢do do NM aumenta. Este comportamento pode ser observado
tanto para a NB funcionalizada quanto para a NB pura e para a solugdo
de ZnSO,4. A exposicdo dos organismos ao NB funcionalizado (Fig
16B) apresentaram maior atrofia radicular quando comprados aos
organismos expostos ao NB puro (Fig 16A).
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Figura 15- Comprimento médio das radiculas apds 7 dias de exposicdo das
sementes a diferentes concentragBes de (A) NB de ZnO, (B) NB de
ZnO@NH, e (C) ZnSO, (média * desvio padrdo, n=6, * p<0,05 comparado
ao controle do teste).
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Fonte: A autora.
Figura 16- Comparagdo entre o crescimento e o desenvolvimento das
radiculas A) do controle e do NB de ZnO, B) do controle e do NB de
ZnO@NH, e C) do controle e da solucdo de ZnSO, ap6s 7 dias de
exposicao.

Fonte: A autora.

Lin e Xing (2007) também verificaram diminuicdo das
radiculas em L. sativa expostas a uma contracdo de 200 mg/L de NP de
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ZnO. No estudo, o crescimento das radiculas foi praticamente inibido,
dando um percentual de inibicdo de mais de 90% na concentracdo
testada.

Nos testes realizados foram encontrados taxas de inibicdo
semelhantes em 500 mg/L (83%) e 100 mg/L (88%) para NB de ZnO e
NB de ZnO@NH; respectivamente (Tabela 6). Esses resultados
comparados ao de Lin e Xing (2007) demonstram o quanto a NP ZnO ¢é
mais toxica que o NB de ZnO, efeito possivelmente relacionado a sua
maior area superficial.

O NB de ZnO@NH; apresentou toxicidade semelhante ao
controle positivo ZnSO4 uma vez que a menor concentragdo que
apresentou resultado estatistica significativo para a inibicdo do
crescimento radicular foi também de 25 mg/L. Porém, nessa mesma
concentracao, a taxa de inibi¢do do crescimento radicular para a solugdo
de ZnSO, foi de apenas 36,73% enquanto que para 0 NB funcionalizado
foi de 51,02%.

Tabela 6- Quantificacdo de Zn*?, taxa de liberacdo ibnica e taxa de inibicdo
de crescimento para as primeiras e Ultimas concentracdes que apresentaram
efeito estatistico significativo em pelo menos um dos pardmetros analisados
(germinagdo e crescimento radicular).

Concentracio Taxa de Taxa de inibigdo
Nanomaterial ¢ Zn** (mg/L) |liberagdo de | de crescimento
(mg/L) 2+ 0
Zn” (%) (%)
NB de ZnO 75 41,74 £ 0,02 55,66 51,02
500 230,00 + 0,01 46,00 83,67
79,62 51,02
NB de ZnO@NH, 25 19,90 £ 0,01
100 65,08 + 0,02 65,08 87,76
ZnSO, 25 12,30 £ 0,24 49,20 36,73

Fonte: A autora.

Ainda conforme a Tabela 6, é possivel verificar que o aumento
da concentracdo do NM em solugdo resultou no aumento da liberagdo de
Zn*? e da taxa de inibicdo de crescimento radicular. Porém, como é
possivel observar na mesma tabela, a taxa de liberacdo ndo é dose
dependente quando relacionada a concentracdo, ou seja, 0 aumento da
concentracdo ndo resultou no aumento da taxa de liberacdo de ions. Esse
fendmeno evidencia que os resultados toxicoldgicos encontrados nado
estdo unicamente ligados a concentracdo de ions de Zn biodisponiveis,
ou seja, a liberacdo de ions ndo é o Unico fator de toxicidade atuante. O
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principio da toxicidade excessiva dos ions de zinco nas plantas é
baseado no fato de que esses ions "estdo competindo™ por locais de
ligacdo destinados a outros ions biologicamente ativos nas células
(KRAMER, 2010).

Com base nas interacdes metalicas entre NM e plantas descritas
na literatura, os NM podem causar uma série de efeitos adversos nas
plantas tanto a nivel fisiol6gico (como inibi¢do do comprimento da raiz,
diminuigdo da biomassa e atraso no desenvolvimento da planta) quanto
a nivel celular (interrupcdo da sintese de clorofila, dano a membrana
celular e aberragdo cromossdémica) (MA et al., 2015). Rajput et al.
(2018) relatam ainda que NP afetam o desenvolvimento e o rendimento
das culturas e acumulam em tecidos vegetais, incluindo partes
comestiveis.

Nos seus estudo, Lin e Xing (2008) indicaram que o principal
mecanismo de fitotoxicidade de NP de ZnO vem de suas interferéncias
nas propriedades fisicas e quimicas do crescimento radicular.

A partir das micrografias obtidas no MEV (Figura 17) é
possivel verificar que a exposi¢do aos dois tipos de tratamento (NB ZnO
e NB ZnO@NH,) resultou na diminui¢do do tamanho e da quantidade
dos pélos absorventes existentes na zona pilifera, principal zona de
absorcdo de nutrientes e dgua nas plantas. Essas evidéncias podem de
certa forma, auxiliar na compreensdo da diminuicdo do comprimento
radicular encontrado nos testes toxicologicos.

Lin e Xing (2008), Ma et al. (2015), e Zuverna-Mena et al.
(2017) também relataram danos morfoldgicos as raizes nos seus estudos.
Lin e Xing (2008) afirmaram ainda que as NP de ZnO foram capazes de
se concentrar na rizosfera da espécie Lolium perenne, se inserirem nas
células radiculares e inibirem o crescimento de mudas de azevém,
vegetal exposto as NP de ZnO.

O comportamento das NP de ZnO nas plantas ndo é
inteiramente conhecido na literatura. De acordo com pesquisas
analisadas por Arruda et al. (2015), varios mecanismos sao sugeridos:

a) Os NM podem se decompor diretamente no solo e produzir
fons que podem ser incorporados no sistema da planta;

b) Os NM podem também se decompor no solo e produzir NM
menores, que por sua vez podem ser incorporados em tecidos vegetais;

¢) Os NM podem penetrar na parede celular e membrana celular
de epiderme, cértex de raiz e dando sequéncia podem entrar no vaso
vascular da planta (xilema) e ser distribuido por todo o vegetal.
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Figura 17 - Micrografias da zona pilifera das radiculas do A)
controle, B) NB de ZnO (75 mg/L) e C) NB de ZnO@NH,
(25 mg/L) apo6s 7 dias de exposi¢ao.
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Fonte: A autora.
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Nas micrografias a seguir (Figura 18) é possivel observar a
diminuigdo das reentrancias da folha, danos nos tricomas e aumento na
densidade estomatica.

Figura 18 - Micrografias das folhas do A) e B) controle, C) e D) NB de ZnO
e E) e F) NB de ZnO@NH, apds 7 dias de exposi¢do evidenciando os danos
aos tricomas (TR) e a superficie da folha e 0 aumento do nimero de
estdmatos (ES).
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A topografia da superficie de controle de L. sativa apresentou
maiores reentrancias, indicando um aspecto superficial aspero (Figura
18B) quando em comparagdo com as plantas expostas aos tratamentos
(Figural8D e 18F) cuja superficie parece ter sido influenciado pelo NM
resultando numa superficie mais lisa.

Fatores morfologicos, como indice estomatico e densidade e
comprimento de tricomas, afetam a eficiéncia das trocas entre atmosfera
e vegetal (RAO; DUBEY, 1992). Além disso, Shahid et al. (2017)
afirmam que folhas com superficie mais rugosas sdo capaz de assimilar
mais particulas do que folhas com superficies lisas. Segundo Costa et al.
(2001) mudancas na absorcdo de nutrientes levam a alteragBes da
fisiologia das plantas, dentre outros fatores, a abertura estomatica e ao
aumento ou diminuig&o da &rea foliar, estando esses fatores intimamente
ligados com a eficiéncia fotossintética.

Nas figuras B, C e D é possivel verificar o aumento da
quantidade de estdbmatos dos dois tratamentos comparados ao controle
do ensaio. Os estdbmatos sdo importantes na manutencdo do balango
hidrico da planta, bem como para o balan¢o hidrico dos ecossistemas
(NETA; JESUS; MARENCO, 2016). Os estdbmatos sdo estruturas
vegetais responsaveis pela troca gasosa da planta com o ambiente e
devido a sua abertura para a troca gasosa, ha perda de 4gua. O aumento
da densidade estomatica facilita o processo fisiolégico da planta, uma
vez que estdbmatos menores e em maior quantidade respondem com
maior rapidez as condi¢bes adversas. A elevagdo no nimero de
estbmatos na epiderme é regulada primariamente por horménios
vegetais responsaveis pelo crescimento das plantas (FLEXAS et al.,
2008). Segundo Fernandez e Eichert (2013), as condi¢des de estresse
responsaveis pela alteracdo do funcionamento estomatico e dos
processos fisiologicos da planta afetardo a taxa de absorcdo de
nutrientes e sua atividade fotossintética.

Os efeitos observados nas folhas de alface podem indicar o
transporte do NM ou ions Zn*? através de vasos vasculares. Uma vez
que, o xilema é o principal veiculo de distribuicdo e translocacdo de NP
para as folhas (RAJPUT et al., 2018). Quando os NM sdo aplicados nas
superficies das folhas, eles entram através das aberturas estomaticas ou
através das bases dos tricomas e depois translocam-se para varios
tecidos (TAYLOR et al., 2013; UZU; SOBANSKA, 2010). Como nédo
houve o contato direto das folhas com as solugbes de NB, presume-se
que os efeitos observados, sejam oriundos do transporte de NM e/ou de
jons metalicos pelos vasos condutores xilema e floema. Zhao et al.
(2012) encontraram resultados semelhantes a estes, indicando a presenca



80

de NM de ZnO na epiderme da raiz, no cortex, e na endoderme, de
milhos cultivados em solo com adicdo de NP de Zn e ZnO. Além disso,
nesse mesmo estudo, foi verificado que os NM foram transportados até
0s vasos condutores tanto por via simplastica (através das membranas
celulares e dos respectivos citoplasmas) quanto via apoplastica (através
das paredes de celulose e espagos intercelulares). Apds a entrada na
endoderme, 0 NM chega ao cilindro central da planta, tendo acesso aos
vasos condutores xilema e ao floema.

Com base nos achados de estudos laboratoriais recentes, o0s
estresses abidticos e oxidativos causados pela exposicdo de NP nas
plantas foram descritos tanto em niveis fisiologicos quanto em niveis
bioquimicos (ARRUDA et al., 2015; ASLI; NEUMANN, 2009; BRITT
etal., 2012; DHANKHER, 2013; POKHREL; DUBEY, 2013).

Em niveis fisioldgicos tem-se as alteragcBes citadas
anteriormente tanto nas raizes quantos nas folhas. Em nivel bioquimico,
muitos autores evidenciam a ocorréncia de espécies reativas de oxigénio
(ROS) em plantas expostas a NM (BRITT et al., 2012; SHAHID et al.,
2017). As ROS sdo inevitaveis e sdo os subprodutos naturais de
processos aerdhicos que ocorrem em organismos vivos (SHAHID et al.,
2017). As plantas sdo conhecidas por produzir ROS naturalmente em
varios 6rgdos como cloroplastos, mitocdndrias e peroxissomos
(SHAHID et al., 2014). O aumento da produgdo de ROS é geralmente
resultado da toxicidade de metais pesados em tecidos vegetais (FLORA,
2011). A exposicdo da planta a metais pesados causa um desequilibrio
entre a producdo de ROS e a eliminacdo, resultando num estresse
oxidativo que pode eventualmente levar a morte celular devido a
estresse oxidativo como lipoperoxidagdo da membrana, danos ao RNA e
DNA, inibicdo de enzimas chave e oxidagdo de proteinas (FLORA,
2011; SHAHID et al., 2014).

O zinco é um dos micronutrientes essenciais das plantas
(LONGNECKER;  ROBSON, 1993; NAGAJYOTI; LEE;
SREEKANTH, 2010). Ele é necessario para a producdo de clorofila,
funcdo do pélen, fertilizacdo e germinacdo (CAKMAK, 2007; KAYA;
HIGGS, 2002; PANDEY; PATHAK; SHARMA, 2006). Além de
desempenhar um papel importante na produgdo de biomassa vegetal
(KAYA; HIGGS, 2002), sua presenca ¢ fundamental na protecdo e
manutencdo da estabilidade das membranas celulares sendo necessario
para a sintese proteica, funcbes da membrana, alongamento celular e
tolerancia a estresses ambientais (CAKMAK, 2000).

Por isso, apesar de muitos estudos apresentarem NP de ZnO
como inibidores germinativos e de crescimento, algumas pesquisas ndo
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obtiveram os mesmos resultados. Prasad et al., (2012) por exemplo,
expuseram amendoim a uma suspensao de 1000 mg/L de NP de ZnO e
relataram aumento da germinagcdo e do vigor das mudas. Segundo
Longnecker e Robson (1993), a eficiéncia das etapas de crescimento e
desenvolvimento vegetal dependem da quantidade fornecida de zinco e
da natureza das espécies de plantas, ou seja, espécies diferentes
requerem quantidades diferentes de zinco para seu desenvolvimento.

Com relagdo a funcionalizagdo, assim como na maioria dos
ensaios toxicoldgicos realizados nesse estudo, os NB de ZnO@NH,
mostraram-se mais toxicos que os NB de ZnO. De acordo com a
quantificacdo ibnica, verificou-se que os NB funcionalizados liberaram
mais fons de Zn em solucdo. Além disso, Spielman-sun et al. (2017)
indicaram em seus estudos que o fator eletrostatico é de extrema
relevancia para a internalizacdo de NM. Os pesquisadores compararam
o efeito de absorcdo de NP de CeO, de trés formas diferentes, uma
como NP de CeO, (carga neutra), outra como NP de CeO,
funcionalizada com grupamento amino (carga positiva) e outra com a
NP funcionalizada com grupo carboximetil (carga negativa). Nas
analises eles observaram que os NM carregados positivamente, ou seja,
0os amino funcionalizados se acumularam em maior quantidade a
superficie radicular, devido uma interacao eletrostatica entre a superficie
radicular carregada negativamente e as particulas carregadas
positivamente. Uma vez que diversos autores reforcam que a parede
celular da planta, incluindo células epidérmicas na superficie da raiz,
sdo carregadas negativamente devido a abundancia de polissacarideos
(MEYCHIK; YERMAKOV, 2001; WEHR; BLAMEY; MENZIES,
2010).

5.2.5 Efeito antifingico com A. niger

A atividade antifingica do NB de ZnO foi confirmada através
de ensaios de sensibilidade do fungo ao tratamento. A Figura 19A
mostra o0 resultado obtido para a exposi¢do do micélio do fungo A. niger
a diferentes concentracdes de NB de ZnO e a Figura 19B para o NB de
ZnO@NH,.
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Figura 19- Ensaios contendo concentracOes variadas de A) NB de ZnO e B)
NB de ZnO@NH, que evidenciam o crescimento micelial do fungo A.
niger.

& -

A

o

Controle . 100mg/LL. 300 mg/L. 500 lﬁg/L 700 mg/L

I_\\. ( ‘
@ <«

w
Ok £a9 =&
90 mg/L 100 mg/L

Dk

Fonte: A autora.

Como é possivel verificar nas imagens, a exposi¢cdo aos dois
tratamentos resultou na diminuicdo do crescimento radial da cultura.
Alguns pesquisadores indicam gque na presenca de metais pode ocorrer a
alteracdo da coloracéo tipica do fungo (EZZOUHRI et al., 2009), porém
esse efeito ndo foi identificado nos ensaios realizados.

Diversos pesquisadores confirmaram a agdo fungicida de NM
de ZnO (GADD et al., 1986; GONDAL et al., 2012; PALMIERI et al.,
2017). He et al. (2011) confirmaram em sua pesquisa que 0 uso da
suspensdo de NP ZnO foi efetivo na inibicdo do crescimento de fungos
tanto para Botrytis cinérea quanto para Penicillium expansum. O
crescimento médio de B. cinérea foi inibido de 63% a 80% e para P.
expansum de 61% a 91% quando analisado o diametro de crescimento
apos 12 dias de incubacdo. Para ambos os fungos foi verificado uma
relacdo dose-resposta do aumento da concentracdo de NP ZnO e
consequente reducdo percentual de crescimento, ou seja, um aumento da
inibicdo do crescimento.
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Sawai e Yoshikawa (2004) reportaram que a concentracao
inibitéria minima (CIM), ou seja, a minima concentragdo que causa
inibicdo total do crescimento fungico, para ZnO de tamanho bulk sobre
Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, A. niger, and Rhizopus
stolonifer foi de 100 mg/ml.

Vale et al. (2011) avaliaram a toxicidade do Zn na forma
Zn(NO3),.6H,O (nitrato de zinco hexahidratado) ao fungo A. niger e
descobriram gque o Zn inibiu totalmente o crescimento micelial do fungo
na concentracao de 500 mg/L.

Os resultados encontrados por Navale, Thripuranthaka e Late
(2015) demonstraram que o 6xido de zinco pode ser um bom agente
antimicotico contra fungos patogénicos, ajudando a evitar a infeccéo de
colheitas de A. flavus e A. fumigatus. No estudo, os autores verificaram
que a partir da concentracdo de 20 mg/L, as NP de ZnO comecaram a
provocar atividade inibitdria contra fungos patogénicos.

Na tabela 7 estdo explicitados os valores de ICM encontrados
para cada concentragdo dos tratamentos.

Tabela 7- Diametros ap6s 7 dias de exposicdo aos tratamentos e
respectivos ICM de cada concentracdo tendo como controle
negativo o meio PDA. * p<0,05 comparado ao controle do teste.

Amostra Concentracdo | Diametro t’:lpf’)S 7 dias ICM (%)
(mg/L) de exposi¢do (cm)
Controle 7,7 -
100 7,6 1,30
NB de ZnO 300 7,3 5,19
500 6,9 10,39
700 5,8 24,68
Controle 7,7 -
50 7,6 1,30
NB de ZnO@NH, 70 7,5 2,60
90 7,5 2,60
100 5,0 35,06

Fonte: A autora.
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Como é possivel verificar na tabela 7, o aumento da
concentracdo de NB adicionado ao meio PDA ocasionou no aumento da
toxicidade do meio para o fungo testado, indicando que a acédo
antifungica é dose-dependente, corroborando com Yamamoto (2001)
gue indicou em sua pesquisa que quanto menor o tamanho do ZnO,
maior a atividade antimicrobiana dele.

De modo geral, o NB funcionalizado apresentou maior
toxicidade que o NB puro uma vez que, em menores concentracdes ja
demonstrou efeito. Em contrapartida, os resultados indicados na tabela 7
e a figura 19, indicam um crescimento irregular do fungo quando
exposto ao NB de ZnO@NH,. Isto pode ser indicio de uma possivel
aglomeracéo do NM no meio PDA e limitagdo dos seus efeitos uma vez
que o trata-se de um meio sélido.

A pequena redugdo do crescimento micelial nas concentracdes
iniciais do ensaio pode indicar que em concentracdes mais baixas,
ocorre a tolerdncia do fungo ao metal por consequéncia do requerimento
do Zn como micronutriente essencial ao metabolismo de fungos e
também na participacdo da sintese de enzimas.

O Zn é um importante constituinte das estruturas fangicas. Ele
ajuda a manter a integridade de ribossomos, membranas bioldgicas e
também é requerido para o crescimento de microrganismos. Contudo,
em concentracGes elevadas, esse metal pode ser inibidor ou toxico para
as atividades celulares e de crescimento, causar inibi¢do da respiragéo e
da germinacéo dos esporos (BABICH; STOTZKY, 1978).

Zafar, Agil e Ahmad (2007) verificaram que a variacdo na
tolerancia de Zn deve-se a um ou mais tipos de mecanismos de
resisténcia. Alguns mecanismos citados na literatura sdo: a producdo de
enzimas, como a redutase (SRIVASTAVA; AHMAD; THAKUR, 2007)
e a imobilizacdo de metais por formacdo de complexo, como 0s
quelatos, bioacumulagdo ou biossorcdo, entre outros (AHMAD;
ZAFAR; AHMAD, 2005). No presente estudo ndo foram realizadas
analises genéticas e moleculares, uma vez que o objetivo da pesquisa era
apenas identificar a acdo biocida dos NB de ZnO. Dessa forma, ndo foi
possivel determinar o mecanismo de resisténcia atuante. Vale et al.
(2011) afirmaram que fungos de mesma espécie podem apresentam
capacidades de resisténcia e adaptacdo diferentes quando expostas ao
mesmo metal, isso devido a capacidade adaptativa de cada organismo,
as diferentes linhagens e organismos isolados de ambientes diferentes.

Nos seus estudos, He et al. (2011) demonstraram através de
imagens de MEV efeito nas hifas dos organismos, de modo que essas
estruturas apresentaram protuberancias incomuns na sua superficie
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indicando que a exposicdo ao NM inibiu o crescimento dos fungos B.
cinerea devido a deformacdes nas estruturas fingicas. Para a espécie P.
expansum, observou-se que os micélios externos foram inibidos e que o
desenvolvimento dos conidios, importante estrutura dessa espécie
fungica, foi suprimido.

A interacdo entre NP ZnO e as células fungicas podem alterar a
morfologia dos organismos (HE et al., 2011; PATRA et al., 2012).
Diferentes grupos de pesquisa sugeriram 0 seguinte mecanismos
antimicrobianos: interacBes eletrostaticas entre ZnO e paredes celulares
(BRAYNER et al., 2006; ZHANG et al., 2007); liberacdo de ions zn**
(KASEMETS et al., 2009; RAVISHANKAR RAI; JAMUNA BAI,
2011); acumulacdo de NP de ZnO em células (JONES et al., 2007); e
formacdo de ROS (HWANG et al, 2012; NAVALE;
THRIPURANTHAKA,; LATE, 2015; SAWAI; YOSHIKAWA, 2004;
XUE et al., 2014).

Hwang et al. (2012) e Xue et al. (2014) afirmam que a
formacdo de ROS ¢é principal causa da atividade antimicrobiana do Zn.
No entanto, existe falta de informacgédo sobre os mecanismos moleculares
de stress oxidativo induzido por NP subjacente em fungos filamentosos
(PALMIERI et al., 2017). Sharma et al. (2010) por sua vez, indicaram
que a resisténcia das NP ao crescimento fangico é devido a ruptura da
membrana celular flngica, resultando na possivel diminuicdo da
atividade enzimatica.

Geralmente, a superficie dos fungos é carregada negativamente
ao pH bioldgico devido a disposicdo dos grupos carboxil e fosfato nas
paredes celulares (DUNLAP; BIRESAW,; JACKSON, 2005; LEE et al.,
2010). Assim, considerando que os NB de ZnO funcionalizados com a
molécula APTMS estdo carregados positivamente a interacao fisica com
células de fungos por adsorcdo eletrostatica direta ocorre com mais
forca, que pode justificar a maior toxicidade quando comparado ao NB
puro.

5.3. TESTES TOXICOLOGICOS COM ARGAMASSA
COM NB INCORPORADO

Nos ensaios realizados por Oscar (2016) verificou-se que parte
da toxicidade dos elutriatos é atribuida ao pH basico das solucfes. Dessa
forma, neste trabalho optou-se por ajustar o pH conforme indicado pela
norma ou metodologia utilizada para cada ensaio de toxicidade, levando
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em conta cada organismo testado. Dessa forma, foram ajustados os pH
dos ensaios com os organismos D. magna e A. fischeri.

Além disso, é importante salientar que as quantidades de NB
adicionadas na argamassa foram definidas levando em conta os
resultados obtidos no TCC. Como nos ensaios realizados obteve-se
resultado significativo para a concentragdo de 0,5% de NB adicionado a
argamassa, optou-se entdo, neste trabalho, por trabalhar com
concentragdes menores ou iguais a essa.

Outra importante mudanga metodolégica deste trabalho é a
sonicacdo dos NB em agua de osmose antes de serem incorporados a
argamassa, favorecendo assim a sua dispersdo no meio liquido e
consequentemente favorecendo a dispersao nas amostras sélidas.

5.3.1 Toxicidade Aguda com D. magna

Como pode ser visualizado na Tabela 8, os elutriatos das
composices de argamassa/NM apresentaram toxicidade reduzida
quando comparados aos resultados encontrados com os NB isolados.
Logo, a lixiviagdo das composicOes resultaria num efluente com menor
toxicidade do que a aplicagdo do NB isolado, por exemplo.

Tabela 8 — Valores de FD obtidos nos testes agudos com D. magna para 0s
elutriatos.

Amostra pH FD Zn** (mg/L)

Elutriato - Argamassa 7,0 2 0,054 + 0,27
Elutriato - 0,125% NB de ZnO 7,2 7 0,062 = 0,27
Elutriato - 0,25% NB de ZnO 7,5 9 0,069 + 0,33
Elutriato - 0,5% NB de ZnO 7,0 12 0,075 £+ 0,18
Elutriato - 0,5% NB de ZnO@NH, 7,1 24 0,096 + 0,21

Fonte: A autora.

Os resultados apresentados na Tabela 8 evidenciam que a
toxicidade esta diretamente relacionada a quantidade de ions de Zn
liberados no meio. Isso por que, o aumento da quantidade de NB
adicionado, resultou no aumento da quantidade de ions liberados e no
aumento da toxicidade dos elutriatos.

Este resultado difere ao encontrado no TCC que indicavam que
0 aumento da quantidade de NB incorporado resultava em elutriatos
menos téxicos. Acredita-se que essa mudanca nos resultados tenha
ocorrido principalmente devido a sonicacdo dos NB antes de serem
incorporados a argamassa. Procedimento este que ndo foi realizado no
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TCC. Com uma dispersdo menor, a probabilidade de formacdo de
aglomerados era maior, o que desfavorece a homogeneidade do Zn na
amostra solida e pode justificar os baixos valores de toxicidade
encontrados no TCC.

Igualmente ao resultado obtido para os ensaios com os NB
isolados, em elutriato o0 NB de ZnO@NH, apresentou maior toxicidade
do que os elutriatos da composicdo argamassa e NB de ZnO. O
resultado da quantificagdo ibnica mostra que mesmo incorporado a
funcionalizagéo continuou favorecendo a liberacéo dos fons Zn*2.

A escolha da concentracdo de ZnO@NH, adicionada a
argamassa foi com base nos resultados obtidos no TCC. Na pesquisa
obteve-se resultado significativo na concentracdo de 0,5% de NB de
ZnO adicionado a argamassa. Dessa forma, optou-se por trabalhar com
essa concentracdo também para o NB funcionalizado, uma vez que a
principio o revestimento retardaria a acdo toxica num primeiro estagio
do NB.

A presenca dos fons de Zn*" no elutriato de argamassa pura
indica a presenca do elemento Zn na composi¢do da massa comercial
utilizada nessa pesquisa. O resultado da quantificacéo ¢ relativo apenas
a quantidade de Zn existente na argamassa uma vez que 0 meio do
ensaio do microcrustaceo nao possui esse elemento. Mesmo assim, ndo
se pode confirmar que a toxicidade encontrada é relativa a quantidade de
fons Zn*" na amostra devido a complexidade da pasta.

5.3.2 Toxicidade aguda com A. fischeri

Nos ensaios com os elutriatos verificou-se maior toxicidade na
composicdo de argamassa e NB funcionalizado (Tabela 9). Diferente do
que foi observado nos resultados toxicol6gicos encontrados para 0s NBs
isolados.

Tabela 9- Valores de FD obtidos nos testes agudos com A. fischeri para os
elutriatos com a exposi¢ao da bactéria por 15 min aos tratamentos.

Amostra pH FD |Zn®* (mg/L)

Elutriato - Argamassa 6,9 5 10,102 £ 0,27
Elutriato - 0,125% NB de ZnO 6,9 7 10,121 + 0,27
Elutriato - 0,25% NB de ZnO 7,1 12 10,138 + 0,33
Elutriato - 0,5% NB de ZnO 7,0 16 0,141+ 0,18
Elutriato - 0,5% NB de ZnO@NH, 6,9 32 |0,214+0,21

Fonte: A autora.



88

Igualmente ao que ocorreu com 0S ensaios com O
microcrustaceo D. magna, os resultados toxicol6gicos dos ensaios com
A. fischeri diferem dos encontrados no TCC. Acredita-se que os valores
mais baixos encontrados nesse trabalho sejam resultado da sonicagdo da
amostra, favorecendo a dispersdo do material no meio do ensaio.

Na literatura é descrito uma menor solubilidade do Zn em
condicbes alcalinas (CAKMAK, 2007), porém Leitner et al., (2018)
afirmou (relatou) em sua pesquisa que tanto em solugdes acidas e
fortemente alcalinas ou na presenca de fons complexantes (NH**, CI',
S04%), a solubilidade de ZnO aumenta dramaticamente.

Presume-se entdo que o meio basico formado pela lixiviagdo
das amostras sélidas juntamente com a grande quantidade de ions CI°
tenha favorecido a solubilidade do NM, possivelmente ocasionado a
liberagéo do Zn”* da amostra funcionalizada.

5.3.3 Fitotoxicidade com L. sativa

Os resultados obtidos com o ensaio de fitotoxicidade com L.
sativa para elutriatos indicaram a redugdo da toxicidade quando
comparado aos ensaios com solu¢Ges de NBs isolados para a mesma
espécie.

N&o foram observados efeitos na germinagdo, uma vez que
todos 0s organismos expostos germinaram. Independente da
concentracdo de NB de ZnO adicionado a argamassa.

Foi observado um aumento significativo do comprimento
radicular dos organismos expostos aos elutriatos com adicdo de NB de
ZnO (Figura 20). Seja comparando-os ao controle do ensaio ou aos
resultados obtidos no teste de fitotoxicidade com a solu¢do do mesmo
NB. Para o elutriato com NB de ZnO@NH, obtivemos um aumento do
comprimento radicular quando comparados ao ensaio com solucgdes de
NB de ZnO@NH;, porém uma diminuicdo do comprimento quando
comparado aos elutriatos de argamassa pura e argamassa com adi¢do de
NB de ZnO. A composi¢cdo com o NB funcionalizado mostrou-se
estatisticamente semelhante ao controle negativo deste ensaio.



89

Figura 20- Comprimento médio das radiculas apds 7 dias de exposicdo das
sementes a diferentes concentracdes de NM adicionado a argamassa (média
+ desvio padrdo, n=2, quantidade de asterisco indicam grupos
estatisticamente semelhantes entre si para p<0,05).
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Fonte: A autora.

A diferenga de comprimento das radiculas fica evidente quando
observada a Figura 21. Igualmente a maioria dos ensaios realizados
nesse estudo, a solugdo contendo NB de ZnO@NH, apresentou maior
toxicidade ao organismo-teste quando comparado aos elutriatos de
argamassa pura e argamassa com NB de ZnO. E esses efeitos
toxicol6gicos foram observados no crescimento e no desenvolvimento
das radiculas.

Os resultados obtidos evidenciam que as propriedades do
substrato que a planta é cultivada influenciam na fitotoxicidade do NB.
Fang et al. (2009) mostraram que a taxa de agregacao de nanoparticulas
de diéxido de titdnio em suspensdes de solo estava negativamente
correlacionada com as caracteristicas do solo, como o conteido de argila
e matéria organica dissolvida, e positivamente correlacionada com a
forca idnica, o potencial zeta e o pH.
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Figura 21 - Comparagéo entre o crescimento e o desenvolvimento das
radiculas aos elutriatos de diferentes quantidades de NB adicionado a
argamassa apos 7 dias de exposicao.

Fonte: A autora.

Uma importante caracteristicas dos produtos cimenticios é o seu
pH extremamente alcalino resultado da formagdo de hidréxidos de
calcio como um subproduto da hidratacdo do cimento. Essa
caracteristica se manteve para a fracdo liquida extraida das amostras
s6lidas (Tabela 10). Fazendo com que as sementes de L. sativa fossem
expostas, independente da concentragcdo de NB adicionado, a solugdes
alcalinas.

Como é possivel verificar na Tabela 10, a taxa de liberacdo de
fons Zn*? foi baixa, quando comparado ao total de NM adicionado as
amostras sélidas com NB de ZnO. Em contrapartida, os elutriatos de
amostras sélidas com NB de ZnO@NH, solubilizaram mais ions de
zinco indicando que a funcionalizacdo favoreceu a solubilidade do NB.
Unrine et. al (2008) afirmaram que as alteracfes da carga de superficie
podem diminuir ou aumentar a afinidade de particula para as
membranas celulares e, assim, reduzir ou aumentar a sua
biodisponibilidade para sorgdo por plantas e organismos.
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Tabela 10- Quantificacio de Zn*?, taxa de liberacéo ifnica e taxa de
inibicéo de crescimento para os elutriatos testados.

Taxa de inibicdo
Amostra pH n?* (mg/L) de crescimento
(%)
Controle 7,2 - -
Elutriato - Argamassa Pura 11,6 | 0,023 + 0,01 -196,36
Elutriato - 0,125% NB de ZnO 11,4 0,077 £ 0,023 -133,33
Elutriato - 0,25% NB de ZnO 10,2 | 0,080 + 0,054 -121,82
Elutriato - 0,5% NB de ZnO 9,8 | 0,082+ 0,019 -104,85
Elutriato - 0,5% NB de ZnO@NH, 10,4 | 0,101 + 0,021 47,88

Fonte: A autora.

Watson et al. (2014) compararam os efeitos fitotoxicos a mudas
de trigo Triticum aestivum, expostas a NP de ZnO em dois solos
agricolas com diferentes pH. Como resultados eles verificaram que,
embora a solubilidade das NP de Zn tenha sido menor no meio alcalino
do que no solo &cido, uma maior absor¢do de Zn nos brotos de trigo
ocorreu no solo basico. Além disso, apesar dos valores encontrados para
crescimento radicular e aéreo da planta ndao terem sido significativos, em
solo alcalino foi observado o crescimento dessas duas partes vegetais
quando comparadas ao controle. Ao contrério dos resultados em solos
acidos que indicaram reducdo tanto da parte aérea quanto da parte
radicular. E importante salientar que os controles negativos para o
ensaio eram os solos (acido e alcalino) sem a adicdo de NM.

Corroborando com os resultados obtidos nesse trabalho,
Cakmak (2007) indicou em sua pesquisa que elevado pH e alta
quantidade de CaCO;3 (importante constituinte do calcario existente no
cimento) sdo fatores que reduzem a solubilidade e a mobilidade no Zn.

O aumento das raizes quando comparadas ao controle negativo
possivelmente deve estar associado aos componentes existentes na
argamassa testada. Como a sua composicdo ndo é minuciosamente
descrita pelo fornecedor, ndo se sabe ao certo quais componentes
poderiam favorecer o desenvolvimento das plantas.

Sabe-se que a argamassa consiste numa mistura entre areia,
agua, cimento e aditivos. Os componentes principais do cimento séo: cal
(Ca0), silica (SiOy), alumina (Al,O3), éxido de ferro (Fe,O3), 6xido de
magnésio (Mg0), alcalis (Na,0O e K;0) e sulfatos (SO3). Mesmo ndo se
tratando de uma descricdo minuciosa da composicdo da argamassa, &
possivel identificar elementos essenciais para o crescimento e
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desenvolvimento vegetal como o potéssio, ferro, magnésio e célcio.
Dessa forma, presume-se que o aumento das radiculas das sementes
expostas aos elutriatos, quando comparadas ao controle negativo, foi
devido a maior disponibilidade desses nutrientes.

A quantificacdo idnica indicou presenca de ions de Zn no
elutriato da argamassa pura, indicando que nesse material ja existia certa
quantidade de Zn na sua composicdo. O aumento da concentracao de Zn
devido a insercdo do nanomaterial na argamassa resultou no aumento da
quantidade de Zn*? biodisponivel e numa diminuicdo do crescimento
das raizes das plantas.

Sabe-se que a nutricdo das plantas é, em parte, regida pela
biodisponibilidade de minerais e &gua do solo. A fitotoxicidade
geralmente aparece quando as quantidades de Zn sdo elevadas.

Nesse estudo, 0 aumento da concentragdo de Zn através da
insercdo do NM resultou no aumento da quantidade de Zn*2
biodisponivel e na reducdo das raizes das plantas. O sinal negativo
presente na Tabela 10 indica que ndo houve reducdo das radiculas
guando comparadas ao controle, indicando uma taxa de inibicdo de
crescimento apenas para o elutriato da composi¢do com ZnO@NH..

5.3.4 Efeito antifingico com A. niger

A atividade antiflingica das composigdes de argamassa com NB
pode ser visualidade na Figura 22 a seguir.

Na imagem é possivel observar o crescimento radial dos
micélios dos fungos expostos apenas a argamassa pura, indicando assim
que a insercdo do NB na argamassa pode garantir a ela propriedades
fungicidas. Em contrapartida, ndo se pode afirmar que o néo
desenvolvimento dos fungos tenha relagdo direta com a insercdo do NB
de ZnO, uma vez que o pH elevado tenha propriedades fungicidas por si
sO também.

Outra questdo a ser levantada é o fato da camada do meio PDA
ter aparentemente desidratado e descolado da amostra solido, o que pode
indicar que o fungo pode ndo ter crescido ndo necessariamente devido
ao pH basico ou pela presenca de NB de ZnO, mas sim devido a
inexisténcia do meio de cultivo.
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Figura 22- atividade antiflngica das composicGes de argamassa com

NB.
ARGAMASSA PURA ARGAMASSA + ARGAMASSA +
0,125% NB de ZnO 0,25% NB de ZnO

|

ARGAMASSA +
0,5% NB de ZnO

Fonte: A autora.

A presenca de cal nas argamassas é responsavel pelo aumento
na demanda de agua. A agua adicional, que ndo é consumida na
hidratagdo do cimento, permanece livre no sistema e, ao evaporar, da
origem a porosidade elevada da argamassa endurecida (QUARCIONI et
al., 2009). Se o esporo do fungo for maior que o tamanho dos poros da
argamassa, a maioria dos esporos é esmagada devido ao encolhimento
de poros durante o processo de hidratacdo, levando a perda de
viabilidade e diminuigdo da capacidade de formagdo de minerais pelos
fungos (LUO et al., 2018).

Assim, os blocos de argamassa utilizados nesse estudo podem
ndo ter tido o tempo de cura necessaria para a sua estabilizacdo, o que
inviabilizou o crescimento do fungo na sua superficie. Devido ao tempo
de cura insuficiente dos blocos de argamassa, a mesma absorveu a agua
presente no meio PDA, desidratando-o e causando o aspecto ressecado
do meio conforme Figura 22.

Além disso, no preparo das amostras sélidas verificou-se que a
presenca do NB reduzia a trabalhabilidade da pasta de argamassa



94

dificultando o manuseio e a aplicacdo nos moldes. Acredita-se que a
insercdo de compostos com caracteristicas diferentes da argamassa pura
altera a quantidade de agua requerida. Uma vez que, colocando a
guantidade de &gua necessaria para a massa total tinhamos uma
argamassa visivelmente desagregada levando-a ao esfarelamento. Ao
aumentar a quantidade de &gua a situacdo era contornada, dando mais
fuidez a pasta.

Ha relatos na literatura que mostram que os fungicidas tém sua
eficiéncia melhorada quando associados com substancias alcalinas
(COATES; PUBLIC; AVENUE, 1979). Isso por que, 0s compostos
alcalinos sdo capazes de dissolver a parte externa dos esporos, que € a
principal barreira de protecdo para os fungicidas convencionais
(BLOOMFIELD; ARTHUR, 1994).

Stoimenov et al. (2002) analisaram em seus estudos a eficiéncia
antimicrobiana de NP de MgO associadas a halogénios como cloro e
bromo. Como resultado os pesquisadores apresentaram uma excelente
atividade antibacteriana dessa associacdo contra E. coli, Bacillus
megaterium e Bacillus subtilis e afirmaram que essa atividade seria
melhorada com a criagdo de um ambiente alcalino oriundo da
associagdo dos grupos halogenados a 4gua ou a outra suspensao aquosa.

Luo et al. (2018) verificou em sua pesquisa que ao expor
espécies de fungos a amostras sélidas de concreto o pH do meio
aumentou drasticamente, de 6,5 para 13, devido a dissolucdo de
Ca(OH), do concreto. O ensaio realizado pelos autores, base
metodoldgica para os estudos antifingicos desse trabalho, consistiu na
exposicdo de discos de micélios de fungos a blocos de concreto com
meio de cultivo vertido em sua superficie. As analises microscopicas
realizadas pelos pesquisadores demonstraram crescimento micelial de
fungos Trichoderma reesei. Através de outras técnicas de
caracterizacdo, eles verificaram a presenca de cristais de Ca(OH), nas
hifas dos fungos. Indicando esse composto como sendo o principal
agente toxicol6gico contra 0s organismos.

Embora tenha sido observada uma tendéncia antifingica, esse
teste ndo foi suficiente para verificar o potencial toxico do NB agregado
a argamassa. Mais investigacbes e novas adaptacGes precisam ser
desenvolvidas para comprovar a eficiéncia fungicida do material.



6. CONSIDERACOES FINAIS

A composicdo de argamassa com NB apresentou resultados
significativos na menor concentracdo testada, 0,125% de NB de ZnO,
uma vez que apresentou toxicidade mais proxima ao elutriato de
argamassa pura para 0s organismos testados, e ndo demonstrou
atividade fangica nos blocos de argamassa. Esse resultado € de grande
valia se pensarmos numa producdo em larga escala. A menor quantidade
de material a ser adiciono na pasta resulta num menor custo de producao
e/ou compra do material.

Nos ensaios realizados verificou-se um comportamento
semelhante ao encontrado no TCC onde o NB funcionalizado
apresentou maior toxicidade aos organismos testados. Tanto
isoladamente quanto incorporados a argamassa. A funcionalizagdo
potencializou os efeitos toxicos, num primeiro estagio.

Foi verificada a diminuicdo da toxicidade dos NB quando
comparados aos resultados toxicoldgicos com NP existentes na
literatura. Isso devido principalmente a diminuicdo da &rea superficial
ocasionada pela morfologia das particulas. O NB de ZnO possui
propriedades antifingicas, mas esse potencial é reduzido quando
comprado as particulas esféricas, exigindo concentragbes maiores para a
obtencdo de atividade antifngica significativa.

6.1. RECOMENDAGOES

Sugere-se que novos estudos sejam realizados com uma menor
quantidade de NB de ZnO incorporado a argamassa. Além disso, deve-
se levar em conta as alteracBes nas propriedades fisicas e mecanicas
dessa incorporagdo. No presente trabalho verificou-se a perda da
trabalhabilidade da argamassa. Deixando clara a necessidade da
utilizacdo de superplastificantes para garantir a fluidez da massa. Outra
questdo que deve ser levada em conta nos préximos estudos é a
observacdo da quantidade requerida de agua pelos blocos. Sugere-se a
utilizacdo de blocos de argamassa com no minimo 28 dias de cura para
evitar que a inviabilizacdo do crescimento do fungo seja relativo a
hidratacdo da cal.

Além disso, sugere-se a utilizacdo de um Unico equipamento de
sensibilidade adequada, para a quantificacdo da liberacdo de ions e
deve-se levar em conta a relacdo estequiométrica na interpretacdo dos
resultados, verificando se a quantidade liberada de ions é quimicamente
coerente com a quantidade do elemento quimico na solucao.
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7.

CONCLUSOES

Com os resultados encontrados nessa pesquisa conclui-se que:

As amostras de NB de ZnO e NB de ZnO@NH,, apresentaram
alta toxicidade aos organismos expostos;

A solucdo de NB de ZnO@NH; apresentou maior toxicidade
para os organismos D. magna, L. sativa e A. niger;

A complexidade do meio afeta diretamente a toxicidade do NB,
seja pela liberagdo de ions ou pelas mudancas nas suas
caracteristicas (Pz, DH);

A solucdo de NB de ZnO apresentou maior toxicidade para a
bactéria marinha A. fischeri;

A liberagdo de fons Zn*" mostrou relagio direta com a
toxicidade para A. fischeri. Enquanto que para D. magna e L.
sativa, houve maior relagcdo com a érea superficial e o didametro
hidrodindmico;

A funcionalizagdo com a molécula APTMS apresentou-se como
um intensificador do potencial toxicolégico do NB de ZnO no
meio ISO (D. magna) e agua destilada (L. sativa);

Os danos estruturais observados nas analises de MET e MEV
demonstram um padrdo de alterages morfolégicas e
bioquimicas devido a exposi¢do desses organismos aos NB de
Zn0;

Os NB de ZnO apresentam acao antiflngica;

A incorporacdo de NB de ZnO a argamassa ndo permitiu o
crescimento e o desenvolvimento de micélios de fungos A.
niger.
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