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RESUMO

Corantes sdo substancias amplamente utilizadas na industria téxtil para fornecer cor a um
substrato. Os efluentes gerados nesta industria apresentam-se com coloracdes fortes e baixa
biodegradabilidade gerando dificuldade de tratamento por métodos convencionais e implicando
em impactos negativos a corpos d’agua, como: diminuicdo da passagem de luz solar. O presente
projeto de pesquisa teve como objetivo geral o estudo da capacidade catalitica das nanoparticulas
de prata na reducdo do corante téxtil azul de metileno em agua, utilizando borohidreto de sodio
como agente redutor. Foi adotado um delineamento experimental do tipo Composto Central, para
realizacdo dos testes de reducdo do corante, no qual se utilizou como varidveis o pH da sintese
das nanoparticulas, volume de solucdo de nanoparticulas de prata e concentracdo do agente
redutor. Para realizar os testes foram produzidos ramnolipideos que estabilizaram as
nanoparticulas de prata durante a sintese destas. O produto final obtido continha baixa
concentracdo do corante e foi possivel demonstrar que as melhores condi¢des para uma eficiéncia
méaxima de reducédo sdo de sintese de nanoparticulas em pH 8, 0,4 mL de nanoparticulas de prata
em 10 mL de solucéo e 0,45 M de borohidreto de sddio. As nanoparticulas de prata mostraram-se
eficientes catalisadores na reducdo do corante azul de metileno. Foram realizados testes de
toxicidade com Daphnia similis que demonstraram como toxicas as concentraces de azul de

metileno, nanoparticulas de prata e ramnolipideos utilizadas no estudo.

Palavras-chave: Nanotecnologia. AgNP. Planejamento Composto Central. Biossurfactante.



ABSTRACT

Dyes are substances widely used in the textile industry to provide color to a substrate. The
wastewater generated in this industry is strong in color and poorly biodegradable causing
difficulty in treatment with conventional methods and implying damage to water bodies, such as
decrease in sunlight passage. The present research Project had as general objective the study of
catalytic capacity of silver nanoparticles in the reduction of the textile dye, methylene blue, in
water, using sodium borohydride as reducing agent. An experimental design of Central
Compound type was adopted to perform dye reduction and removal tests, the variables used were
the pH of the silver nanoparticles synthesis, silver nanoparticles solution volume and reducing
agent concentration. To perform the tests were used rhamnolipids that stabilized silver
nanoparticles during they synthesis. The final product presented low dye concentration and made
it possible demonstrated the best conditions for maximum reduction of the dye: pH 8 to synthesis
the silver nanoparticles, 0,4 mL of silver solution nanoparticles in 10 mL of solution and 0,45M
sodium borohydride. Silver nanoparticles have beem demonstrated as an efficient catalysts in
reducing methylene blue dye. Toxicity tests with Daphnia similis were performed that evidenced
as toxic the methylene blue, silver nanoparticles and rhamnolipids concentrations used in this

study.

Keywords: Nanotechnology. AgNP. Central Composite Design. Biosurfactant.
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1. INTRODUCAO

Os corantes sdo substancias que quando aplicadas a um substrato fornecem cor, pelo
menos temporariamente. Estas substancias sdo altamente utilizadas pela inddstria téxtil,
alimenticia, farmacéutica, cosmética, pléstica e fotografica (CHEQUER et al., 2013). Estima-se
que existam mais de 10.000 diferentes tipos de corantes e pigmentos usados na industria mundial,
que mais de 7x10° toneladas de corantes artificiais s&o produzidas por ano e que, no Brasil, cerca
de 20 toneladas de corante sdo consumidas por ano apenas pela industria téxtil (DALLAGO;
SMANIOTTO; OLIVEIRA, 2005; CHEQUER et al., 2013).

Considera-se que 15 a 20% da producdo mundial de corantes é perdida para 0 meio
ambiente durante a producdo, processamento ou aplicacdo destes. Esta perda representa um
lancamento de mais de 1,2 toneladas de corantes por efluentes, que podem chegar a corpos
d’agua, em apenas um dia (GUARATINI; ZANONI, 2000).

A presenga de corantes em corpos d’agua, mesmo em pequenas concentragdes, pode
ocasionar a mudanca da coloracdo das aguas e da solubilidade dos gases afetando 0s processos
bioldgicos e restringindo a passagem de luz solar, diminuindo a fotossintese (DALLAGO;
SMANIOTTO; OLIVEIRA, 2005). Além disso, alguns corantes sdo altamente toxicos e
mutagénicos (CHEQUER et al., 2013).

A elevada estabilidade bioldgica dos corantes gera dificuldade de degradagdo destes em
tratamentos de efluentes convencionais (DALLAGO; SMANIOTTO; OLIVEIRA, 2005). A
aplicacdo da nanotecnologia em sistemas de tratamento tem recebido atencdo nos ultimos anos,
devido as caracteristicas estruturais dos materiais utilizados, a eficiéncia e a flexibilidade na
aplicacdo (GHODKE et al., 2018).

As nanoparticulas metalicas possuem diversos potenciais de aplicacdo devido ao seu
tamanho e efeitos de superficie que resultam em novas propriedades quimicas, fisicas,
magnéticas e estruturais que moléculas maiores ou individuais ndo apresentam (REDDY et al.,
2009). Alguns estudos demonstraram a eficiéncia de nanoparticulas metalicas na remocéo de
corantes, devido a acdo catalisadora na degradacao redutora destes compostos (BONNIA et al.,
2016; JYOTI; SINGH, 2016; SAHA et al., 2017).

A estabilizacdo das nanoparticulas metalicas geralmente é realizada por processos fisicos

e quimicos complexos que implicam, em muitos casos, condi¢Oes extremas de temperatura e
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pressdo (PLAZA; CHOJNIAK; BANAT, 2014). As preocupacfes com o impacto ambiental, as
regulamentacdes ambientais em varios paises e demanda pelo desenvolvimento de abordagens
limpas, ndo toxicas e ecoldgicas tem direcionado a utilizacdo de bio-materiais na nanotecnologia
para a estabilizacdo de particulas metalicas (KUMAR, 2010).

Os biossurfactantes sdo surfactantes produzidos por bactérias, leveduras ou fungos. O uso
destes surfactantes € vantajoso porque, além de serem eficazes na solubilizacdo de compostos de
baixa solubilidade, eles sdo biodegradaveis, biocompativeis, possuem baixa toxicidade
(MULLIGAN, 2005) e caracteristicas fisico-quimicas que promovem a estabilidade das
nanoparticulas metélicas.

Dentre os biossurfactantes mais estudados estdo os ramnolipideos que vém sendo
empregados na estabilizacdo de nanoparticulas de niquel, zirconia e prata (MULLIGAN, 2009;
KUMAR, 2010; XIE; YE; LIU, 2006). Na estabilizacdo de nanoparticulas de prata, os
ramnolipideos sdo capazes de manté-las estaveis por pelo dois meses formando um obstaculo
esférico ao redor das particulas que as impedem de se agregar por interacdes eletrostaticas (XIE;
YE; LIU, 2006).

O presente trabalho utilizou nanoparticulas de prata, estabilizadas com ramnolipideos,

para catalisar a reducdo do corante téxtil azul de metileno em agua.

2. OBJETIVOS

21. GERAL

Estudar a capacidade catalitica das nanoparticulas de prata na reducdo do corante téxtil

azul de metileno em solucgdes aquosas.

2.2. ESPECIFICOS

° Sintetizar nanoparticulas de prata, utilizando ramnolipideos como estabilizadores,
em diferentes pHs.
° Realizar um planejamento experimental para avaliar diferentes fatores e condigdes

a fim de otimizar a reducéo de corantes catalisada por nanoparticulas de prata.
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) Avaliar o processo de reducdo quanto a toxicidade a Daphnia simillis.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. CORANTES

Corantes sdo substancias que quando aplicadas a um material conferem coloracéo e seu
uso pelo homem data de milhares de anos. Ha registros encontrados em mumias egipcias de
2.500 a.C. do uso de corantes naturais como o indigo, a alizarian e a henna para o tingimento de
tecidos. A origem do uso dos corantes é incerta, mas sabe-se que até o século XIX, todos os
corantes utilizados eram de origem natural (DE ALMEIDA,; DILLARI; CORSO, 2014).

Em 1856, foi descoberto o primeiro corante sintético, malva, por William H. Perkin,
fundador da primeira fabrica para producdo de corantes sintéticos do mundo. A partir desse
momento surgiram cerca de 10.000 compostos quimicos coloridos que estdo hoje disponiveis no
mercado (DOGAN; TURKDEMIR, 2005). Estes corantes sdo consumidos, em sua grande
maioria, cerca de 2/3 do mercado total de corantes mundiais, pela industria téxtil (DE
ALMEIDA; DILLARI; CORSO, 2014) além de serem altamente utilizados pela industria
alimenticia, farmacéutica, cosmética, plastica e fotografica (CHEQUER et al., 2013).

Esta grande variedade de corantes podem ser classificados segundo sua estrutura quimica
ou de acordo com o método pelo qual ele é fixado a fibra téxtil (SANTOS, 2011). Os principais
grupos de corantes e suas classificacGes segundo as aplicacdes sobre o substrato sdo apresentados

na tabela a seguir.
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Tabela 1. Classificagdo de corantes segundo a aplicacdo sobre o substrato.

Corantes Substratos
A cuba sulfurados | Fibras naturais e fibras artificiais
A tina | Fibras naturais
Acidos | Couro, fibras naturais, fibras sintéticas, 13 e papel
Ao enxofre | Fibras naturais
Azéicos | Fibras naturais e fibras sintéticas
Bdsicos | Couro, fibras sintéticas, 18, madeira e papel
Diretos | Couro, fibras naturais, fibras artificiais e papel
Dispersos | Fibras artificiais e fibras sintéticas
Mordentes | Aluminio anodizado, 14, fibras naturais e fibras sintéticas
Reativos | Couro, fibras naturais, fibras artificiais e papel
Solventes | Ceras, cosméticos, gasolina, madeira, plasticos, solventes organicos, tintas
de escrever e vernizes
Fonte: ABIQUIM (c2018)

Os principais grupos de corantes classificados pelo modo de fixacdo sdo 0s corantes
reativos, diretos, azoicos e acidos. Os corantes reativos, diretos e acidos sdo, em geral, solUveis
em agua enquanto os corantes azoicos sdo insolUveis em agua e realmente sintetizados sobre a
fibra durante o processo de tingimento (FLECK, 2011).

De todos os tipos de corantes utilizados no mundo, os reativos sdo os mais utilizados na
industria téxtil. Este tipo de corante contém um grupo eletrofilico (reativo) capaz de formar
ligagbes covalentes com o grupo hidroxila das fibras celul6sicas, com grupos amina, com
hidroxila e tidis das fibras proteicas e com grupos amina das poliamidas. LigacGes covalentes
entre o corante e a fibra conferem maior estabilidade na cor do tecido tingido quando comparado
a outros tipos de corante (ROYER, 2007).

3.1.1. CORANTES NA INDUSTRIA TEXTIL

O azul de metileno é um corante amplamente utilizado na induastria téxtil que é
classificado como um corante reativo do tipo basico e que possui estrutura molecular aromatica
heterociclica (JORGE; TAVARES; SANTOS, 2015). Seu uso no setor téxtil envolve o
tingimento de seda, I& e algoddo e aplicagbes em materiais como poliésteres e nylons
(FABRICIO et al., 2010).

Corantes para tecidos sdo projetados para serem resistentes e apresentam-se como

moléculas recalcitrantes, resistentes a degradacdo biologica e estveis a agentes oxidantes
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constituindo um grupo dificultoso de compostos quimicos quando se trata de processos de
descontaminacdo (CHEQUER et al., 2013).

Atualmente, cerca de 280.000 toneladas de corantes téxteis sdo descartados anualmente
em efluentes devido as baixas taxas de fixacdo ao longo do processamento (PEIXOTO;
MARINHO; RODRIGUES, 2013). Grandes volumes de &guas residuais sdo gerados no
processamento desta inddstria que envolve dimensionamento, limpeza, branqueamento,
tingimento, impresséo e acabamento (BRILLAS; MARTINEZ-HUITLE, 2015).

Os corantes causam a diminuicdo da penetracdo de luz solar e da atividade fotossintética
nos corpos d’agua, consequentemente prejudicando a oxigenagdo do meio e gerando alteracao
dos processos metabolicos bioldgicos de espécies aquaticas (CHEQUER et al., 2013).

Apesar dos sérios problemas ambientais gerados pelos corantes e da necessidade de
remocdo destes dos efluentes antes do descarte em corpos d’agua, a maioria dos metodos
convencionais de tratamento de efluentes séo ineficientes, tecnicamente complicados e/ou
possuem alto custo (DOTTO, 2012).

3.1.2. LEGISLACAO MUNDIAL

Todos os paises europeus possuem legislacGes que regulam o descarte de efluente que
possui corantes reativos, que ndo sdo eliminados por tratamentos convencionais de efluente,
enquanto paises como Marrocos ou india ndo possuem legislacdes especificas (HESSEL et al.,
2007).

Paises como a Franca, Austria e Italia possuem valores limites para a coloracdo dos
efluentes que serdo descartados em corpos d’agua. Na Franga, a amostra do efluente ¢ diluida 30
vezes e se apds esta diluicdo ndo houver coloracdo visivel, entdo, o efluente esta cumprindo a
norma (HESSEL et al., 2007).

Paises como Estados Unidos, Canada e Australia tambem possuem leis nacionais de meio
ambiente que estabelecem valores limites a serem cumpridos (HESSEL et al., 2007). Nos Estados
Unidos, a Lei Federal da Agua Limpa criada em 1966 regula o descarte de efluentes da industria
téxtil nas &guas, neste caso, estados e municipios podem ter regulacdes que impdem requisitos
adicionais (CHRISTIE, 2007).
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3.1.3. LEGISLACAO BRASILEIRA

No Brasil, as resolugdes CONAMA 357/2005 e 430/2011 definem as condi¢cbes para
lancamento de efluentes em corpos d’agua:

o Aguas doces, salinas ou salobras de classe especial ndo podem receber qualquer
tipo de lancamento de efluentes ou disposicéo de residuos de quaisquer fontes poluentes, mesmo
que tratados.

o Aguas doces de classe 1 e aguas salinas de classe 1,2 e 3 ndo podem receber
langamentos que contenham corantes de fontes antropicas.

. Aguas doces classe 2 e 3 ndo podem receber lancamentos que contenham corantes
provenientes de fontes antrdpicas que ndo sejam removiveis por processo de coagulacéo,
sedimentacdo e filtracdo convencionais. Em caso de presenca de corantes removiveis por
tratamentos convencionais, a cor verdadeira dos efluentes a serem descartados deve ser de até 75
mg Pt/L.

. Aguas doces de classe 4 e aguas salobras de classe 1,2 e 3 podem receber
lancamento de efluentes sem preocupacdo em relacdo aos corantes.

Os efluentes descartados ndo podem causar ou possuir potencial para causar efeitos
toXicos aos organismos aquaticos no corpo receptor, de acordo com os critérios de ecotoxicidade
estabelecidos pelo 6rgdo ambiental competente.

As resolucbes também definem que o Poder Publico, 6rgdos ambientais estaduais e
municipais, em suas competéncias, podem, a qualquer momento, determinar uma carga poluidora
maxima mais restritiva do que a estabelecida por esta para o lancamento de substancias através de
normas especificas ou no licenciamento de um empreendimento a fim de que a qualidade das

aguas das respectivas classes ndo seja prejudicada.
3.2 TRATAMENTO DE EFLUENTES NA INDUSTRIA TEXTIL
O efluente da industria téxtil é classificado como um dos mais poluentes entre 0s setores

industriais em termos de volume e composicdo (LOPEZ et al., 2006) pois ¢ uma mistura

complexa e apresenta elevados valores de carga organica e demanda bioguimica de oxigénio,
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baixas concentracbes de oxigénio, coloragfes fortes e baixa biodegradabilidade (KHAN;
MALIK, 2016).

Os efluentes téxteis sdo comumente tratados por processos fisico-quimicos e bioldgicos
convencionais como coagulacdo, filtracdo e lodo ativado. Estes processos sdo geralmente
ineficazes, de dificil operacdo, geram grandes quantidades de lodo e requerem grandes areas para
implantacdo do tratamento (DOTTO, 2011).

Os lodos produzidos nos tratamentos de efluentes téxteis ndo podem ser reaproveitados,
uma vez que o teor de corantes adsorvido é elevado, portanto o estudo de novas alternativas para
0 tratamento adequado destes efluentes deve ser considerado prioridade para profissionais que
atuam nesta area. E necesséaria uma visdo moderna com relacio a efluentes industriais que ndo se
baseie somente no tratamento mas também na busca constante pela diminuicdo dos residuos
gerados (KUNZ et al., 2002).

3.2.1. TRATAMENTO FiSICO

Diferentes operacdes unitarias fisicas tém sido utilizadas para o tratamento de efluentes
téxteis que contém corantes. Os principais seriam 0s processos de separagdo com membranas,
como osmose reversa e nanofiltracdo, e adsorcdo que pode utilizar carvao ativado, silica gel,
bauxita ou resinas de troca idnica ou alternativas mais sustentdveis como bambu, casca de
eucalipto ou serragem (DOTTO, 2012; DEMIRBAS, 2009; GUPTA; SUHAS, 2009;
MEZOHEGYI et al., 2012; ALMEIDA, 2010).

A adsorc¢do utilizando carvao ativado € a técnica mais comum para remocgao de corantes
porque possui alta eficiéncia, apesar do custo elevado. A adsor¢do com alternativas mais
sustentaveis gera uma boa remocdo de uma vasta gama de corantes, principalmente os corantes

acidos, apesar de necessitar de um tempo de retencéo elevado (ALMEIDA, 2010).
3.2.2. TRATAMENTO QUIMICO
O tratamento quimico mais adotado nas industrias téxteis € a coagulagdo com conseguinte

filtracdo. Este tipo de tratamento possui uma alta eficiéncia que esta ligada a utilizacdo de um

excesso de coagulantes levando a formacdo um grande volume de lodo. O resultado final vai
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depender do tipo de corante a ser removido, composi¢do, concentracdo e fluxo do rejeito
(ALMEIDA, 2010).

As operacdes quimicas de coagulacéo e filtracdo podem ser combinadas com a filtracdo e
flotacdo, floculagéo-precipitacdo, eletroflotacdo, coagulacéo eletrocinética, oxidacao, ozonizagéo,
irradiagdo e processos eletroquimicos (DOTTO, 2012; KANAMADI; AHALYA;
RAMACHANDRA, 2006; VERMA; DASH; BHUNIA, 2012).

A degradacdo quimica com 0z0Onio se mostra como uma opcao de tratamento muito
atrativa porque o 0zonio € um poderoso agente oxidante e pode reagir com diferentes classes de
corantes direta ou indiretamente (PEIXOTO; MARINHO; RODRIGUES, 2013). As
desvantagens deste tipo de tratamento estdo relacionadas ao alto custo e possivel geracdo de
intermediarios toxicos (ALMEIDA, 2010).

3.2.3. TRATAMENTO BIOLOGICO

Os tratamentos bioldgicos para remocdo de corantes em efluentes téxteis podem ser
aerobios, anaerobios ou uma combinacdo de ambos (PEIXOTO; MARINHO; RODRIGUES,
2013). Esta remocgdo dos corantes pelos microrganismos pode ocorrer por trés principais
mecanismos: biossor¢do no qual ocorre uma ligacao do soluto a biomassa através de um processo
que ndo envolve transporte de energia metabdlica, bioacumulagdo na qual os poluentes sdo
acumulados por ativacdo de células em crescimento por seu metabolismo, e biodegradacdo que
envolve a quebra do corante por agdo de varias enzimas (AKSU; DONMEZ, 2005; KAUSHIK; A
MALIK, 2009; PEIXOTO; MARINHO; RODRIGUES, 2013).

O tratamento bioldgico mais utilizado é o sistema de lodo ativado que consiste na agitacdo
do efluente na presenca de microrganismos e oxigénio durante 0 tempo necessario para
metabolizacdo e floculacdo de uma grande parte da matéria organica (KUNZ et al., 2002).

As vantagens das operacdes bioldgicas sdo o baixo custo, alta eficiéncia e ndo geracao de
residuos secundarios toxicos. Apesar disto, diversas moléculas de corantes séo recalcitrantes e
toxicas gerando inatividade dos microrganismos e impedindo o uso deste tipo de tratamento
(DOTTO, 2012; KANAMADI; AHALYA; RAMACHANDRA, 2006; GUPTA; SUHAS, 2009).

3.2.4. NOVAS TECNOLOGIAS
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Em funcdo das desvantagens apresentadas pelos sistemas de tratamento convencionais,
novas alternativas de tratamento vem sendo propostas, como: associacdo de diferentes processos
bioldgicos, processos de oxidacdo avancada, eletrofloculacdo e nanotecnologias (MANENTI,
2011).

Os processos de oxidagdo avancada sdo tratamentos destrutivos que transformam a grande
maioria dos poluentes em agua, didxido de carbono e anions inorganicos (MANENTI, 2011). As
reacOes quimicas de degradacdo que ocorrem em serie envolvem poderosos agentes oxidantes,
principalmente, radicais hidroxila que atacam a maioria das moléculas organicas, por
apresentarem baixa seletividade (NAGEL-HASSEMER et al., 2012).

A eletrofloculacdo é um processo fisico-quimico que baseia-se nos principios dos
processos eletroquimicos sendo os fenbmenos da eletrélise a base do processo. Apresenta um
nivel de resposta muito rapido com tempo de inicio de reagdes quimicas entre 5 e 30 minutos.
Este processo, em condi¢Bes operacionais pré-determinadas, possui uma eficiéncia aproximada
de 95% na remocdo de cor (FLECK, 2011).

A nanotecnologia tem sido citada como um dos processos mais avancados para 0
tratamento de &guas residuais. Os nanomateriais que vem sendo desenvolvidos compreendem
nanofios, nanotubos, nanofilmes, coldides e nanoparticulas. Estes nanomateriais desenvolvidos
para o tratamento de &guas residuais sdo classificados segundo a sua natureza em trés grupos
principais: nano-adsorventes, nano-membranas e nano-catalisadores (QU, ALVAREZ, LI, 2013).

Os nano-adsorventes participam do processo de captura dos corantes, podem ser
nanoparticulas metélicas, nanoparticulas metalicas magnéticas, nanotubos de carbono e
nanoparticulas de carbono, que sdo quimicamente ativos e pelo tamanho apresentam melhor
desempenho quando comparados com outros materiais adsorventes (QU, ALVAREZ, LI, 2013).

As nano-membranas sdo utilizadas em processos fisicos de nanofiltracdo e sdo feitas de
nanoparticulas metalicas, ndo metalicas ou nanotubos de carbono. As membranas de nanofibras
podem remover particulas micrométricas, apresentam alta permeabilidade e resisténcia e
geralmente estéo acopladas a sistemas de adsorcdo para remogéo de corantes (QU, ALVAREZ,
LI, 2013).

Por ultimo, estdo os nano-catalisadores, que sdo utilizados em varios tipos de tratamentos

como fotocalisadores, electrocatalisadores e catalisadores tipo Fenton (DIVYAPRIYA; NAMBI,
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SENTHILNATHAN, 2016). No grupo dos nanocatalisadores encontram-se nanoparticulas
metélicas, 6xidos de metais e matérias semicondutores.

Nanotecnologias também podem ser usadas para desinfeccdo e controle microbiano de
efluentes. Nanomateriais de prata, 6xido de zinco, didxido de titanio e cério, nanotubos de
carbono e fulerenos apresentam propriedades antimicrobianas sem forte oxidagdo e
consequentemente menores tendéncias a formacdo de subprodutos toxicos da desinfecgdo (QU,
ALVAREZ, LI, 2013).

3.3. NANOTECNOLOGIA

Nano é um prefixo no sistema internacional de unidades que designa uma parte em um
milhdo. Um nanémetro corresponde a um bilionésimo de metro (MELO; PIMENTA, 2004).

As nanotecnologias se referem as aplicacGes tecnoldgicas de objetos e dispositivos que
tenham suas dimensdes fisicas menores ou da ordem de algumas dezenas de nandémetros (MELO;
PIMENTA, 2004). Estas tecnologias criam novas oportunidades para a ciéncia ao permitir a
criacdo de materiais inéditos e inviaveis de serem produzidos em tamanhos maiores. Em escala
atdmica, as leis que regem a natureza sdo diferentes das que regem 0s objetos maiores, por
exemplo: um material metélico, naturalmente condutor de eletricidade, pode se tornar isolante
quando em dimensdes nanométricas (ALENCAR et al., 2017; MELO; PIMENTA, 2004).

Ha cerca de 4000 anos a.C. os alquimistas ja utilizavam nanotecnologia com particulas de
ouro, com tamanho da ordem de 1-100 nm, para estimular a mente e restaurar a juventude
conhecida como o “elixir da longa vida”. Na era medieval, os vitrais das igrejas europeias foram
resultado da formulagdo do vidro com nanoparticulas de ouro produzindo efeitos coloridos. Na
China, ha mais de 2 mil anos, a nanotecnologia vem sendo empregada para producdo da tinta
nanguim a partir de nanoparticulas de carvao em solucdo aquosa (FERREIRA; RANGEL, 2009).

Atualmente, ja utilizamos em nosso cotidiano centenas de produtos com componentes
nanométricos como chips, processadores, sensores, fibras de tecido, cosméticos e medicamentos
(ALENCAR et al., 2017).

3.3.1. NANOPARTICULAS METALICAS
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Nanoparticulas metélicas sdo definidas como um metal que tem estrutura de tamanho
nanométrico, usualmente variando entre 1 e 100 nm (HEBEISH et al., 2013). Estas
nanoparticulas possuem uma estrutura cristalina, no qual os atomos estdo dispostos de forma
ordenada (CORREA, 2015).

Uma caracteristica importante das nanoparticulas metalicas é que podem ser classificadas
como sistemas de duas fases: fase dispersa, constituida pelas particulas, e fase do meio de
dispersdo que consiste no meio onde as particulas estdo distribuidas. Estas nanoparticulas séo
termodinamicamente instaveis, com alta energia livre de superficie, e constituem sistemas
irreversiveis porque ndo podem ser reconstituidos facilmente ap6s a separacdo das fases
(SIGNORI, 2010).

Atualmente, as nanoparticulas metalicas possuem inumeras aplicacdes, como: construcdo
de sensores, microeletronica, catalise, acdo bactericida, descontaminacdo de efluentes e células
fotovoltaicas. Suas aplicacfes s6 sdo possiveis por conta do seu tamanho quéntico e efeitos de
superficie que resultam em novas propriedades fisicas, quimicas, magnéticas e estruturais dos
metais (REDDY et al., 2009).

3.3.2. NANOPARTICULAS DE PRATA

Nanoparticulas de prata (AgNPs) sdo estruturas de prata com tamanho nanométrico. Estas
estruturas, usualmente, compartilham de determinadas propriedades, como: capacidade
antimicrobiana, catalitica e dptica, boa condutividade e estabilidade quimica (HEBEISH et al.,
2013) .

As propriedades fisico-quimicas das AgNPs dependem fortemente de sua forma e
tamanho, das interacdes entre si, do agente estabilizador e da maneira que foram preparadas
(SHARMA; YNGARD; LIN, 2009). Estas propriedades véo influenciar seu comportamento, bio-
distribuicdo, seguranca e eficacia, sendo assim necessaria caracterizacdo. A caracterizacdo das
estruturas ira avaliar seus aspectos funcionais e podem ser realizadas por diversas técnicas, como:
microscopia eletrénica de varredura e transmissdo, espalhamento dindmico de luz (DLS) ou
espectroscopia UV-visivel (ZHANG et al., 2016).

Os usos de nanoparticulas de prata sdo maltiplos mas devem levar em consideracdo a

avaliacdo dos riscos ambientais associados a estas estruturas. Para a saude humana, as
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nanoparticulas podem ter efeitos benéficos ou adversos, tanto por terem tamanho pequeno o
suficiente para acessar a pele, pulmd@es e cérebro, quanto por sua capacidade antimicrobiana e
anti-inflamatoria. Para 0 meio ambiente, o uso destas estruturas implica em liberacdo delas, por
efluentes, em ambientes aquaticos. Os riscos gerados dependerdo do entendimento e andlise da
toxicidade destas nanoparticulas (SHARMA; YNGARD; LIN, 2009).

A toxicidade da nanoparticula de prata é distinta dependendo da sua rota de preparacao,
tamanho, estabilidade em meio bioldgico, natureza quimica do revestimento, carga superficial,
morfologia e efeito da dose (DURAN et al., 2018). Estudos realizados por Asharani et al. (2008)
e Xin et al. (2015), utilizando embrides do peixe Danio rerio (zebrafish), demonstraram
concentracdo do agente toxico que causa mortalidade de 50% dos organismos expostos entre 25 e
50 mg/L para NPs de 5 a 20 nm, e entre 4,120 e 5,909 mg/L para NPs de 3 a 6 nm. Foi possivel

concluir que quanto menor o tamanho da nanoparticula, maior € seu efeito toxico.

3.3.3. APLICACOES DAS AgNPs

Em 2011, foi estimado que cerca de 280 toneladas de AgNPs foram produzidas para
utilizacdo em produtos comerciais ou industriais. No mesmo ano, o nimero de produtos de
consumo que as continham passava de 300 em todo o mundo (MATHIAS; ROMANO;
ROMANO, 2013).

O potencial antimicrobiano e o custo relativamente baixo de fabricacdo tornou as AgNPs
extremamente populares, principalmente em materiais de consumo, cosméticos e de higiene
(MATHIAS; ROMANO; ROMANO, 2013). Salienta-se que no Brasil ainda ndo ha producdo de
AgNPs em larga escala, gerando o acréscimo dos custos de importacdo nos produtos finais que as
contém e tornado-os caros (AZEVEDO et al., 2015).

No campo da medicina, além da capacidade antimicrobiana, € explorada a capacidade
anti-inflamatoria das AgNPs que vém sendo utilizadas para prevencdo de infeccdo hospitalar,
inibicBes de caries dentéarias, curativos para proporcionar cicatrizagdo, agentes anticancerigenos e
outros (MATHIAS; ROMANO; ROMANO, 2013; SOUZA et al., 2013).

Em tratamento de efluentes, o potencial das AgNPs vem sendo utilizado na producédo de

membranas, com a criagdo de sinergismo ou adicdo das nanoparticulas em membranas
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poliméricas ou inorganicas. A capacidade antimicrobiana destas nanoparticulas pode reduzir
incrustacdes bioldgicas e formacdo de biofilmes nas membranas (QU; ALVAREZ; LI, 2013).

As AgNPs também vém sendo aplicadas em tratamento de efluentes para desinfeccédo e
controle microbiano. Estas ja foram incorporadas em microfiltros de ceramica como uma barreira
para patdgenos que podem ser transmitidos pela dgua (QU; ALVAREZ; LI, 2013; PETER-
VARBANETS et al., 2009).

Diversos estudos demonstraram o potencial de aplicacdo das AgNPs no tratamento de
efluentes industriais que possuem corantes organicos em sua composi¢do, como: azul de
metileno, laranja de metila, vermelho de metila, safranina, eosina Y e amarelo 12. As AgNPs
apresentam propriedades cataliticas na reacdo de reducdo de corantes que podem resultar em uma
reducdo méaxima da cor do efluente. (VIDHU; PHILIP, 2014; BONNIA et al., 2016; JYOTI,;
SINGH, 2016; EDISON; LEE; SETHURAMAN, 2016).

Para o corante azul de metileno, os resultados demonstraram significativa reducdo do
tempo de reacdo para uma remocdo méxima do corante. Um estudo analisou que na solugdo
apenas com agente redutor, auséncia de AgNPs, em 80 minutos ndo foi possivel verificar a olho
nu qualquer reducdo de cor enquanto na solu¢do com agente redutor na presenca das AgNPs foi
possivel verificar uma reducdo maxima do corante em até 20 minutos (BONNIA et al., 2016).
Outro estudo analisou que na auséncia das AgNPs a reducdo do corante azul de metileno, em 60
minutos, acontecia em um ritmo lento enquanto que na presenca das AgNPs ocorre a completa
reducdo do corante em menos de 20 minutos (VIDHU; PHILIP, 2014;).

3.3.4. SINTESE DE AgNPs

Existem dois procedimentos gerais para sintese de AgNPs que sdo chamados de Top-

Down e Bottom-Up conforme Figura 1.
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Figura 1: Métodos de sintese de nanoestruturas.

Método
Top-Down

Método
Bottom-Up

Fonte: Nchemi (2019).

A sintese de nanoparticulas pela abordagem Top-Down ¢é realizada com um material de
partida adequado que € reduzido em tamanho por métodos fisicos ou quimicos. A maior
desvantagem deste método é a geracdo de superficies estruturais imperfeitas que podem ter
impacto significativo nas propriedades fisicas e superficie quimica da nanoparticula
(THAKKAR; MHATRE; PARIKH, 2010).

A abordagem Bottom-up para sintese de nanoparticulas consiste na constru¢do da
estrutura unindo atomo por atomo, molécula por molécula ou particulas menores. Esta sintese
depende, principalmente, de métodos de producdo quimicos e bioldgicos (THAKKAR,;
MHATRE; PARIKH, 2010).

A sintese de AgNPs mais comum € a reducdo quimica, abordagem Bottom-up, que
envolve a reducdo de um sal idnico fazendo uso de agentes redutores (GUZMAN; DILLE;
GODET, 2009). Os métodos de reducdo podem variar dependendo do tipo do agente redutor,
quantidade e concentracdo destes, da temperatura de reacdo, velocidade de agitacdo e duracédo do
processo de reducdo. Essas condi¢des irdo influenciar os diametros das particulas de prata
resultantes da sintese (GARCIA, 2011).

O Borohidreto de sodio é o agente redutor mais comumente utilizado na sintese das
AgNPs. Este agente é fortemente redutor e induz a formacdo de centros de nucleagcdo que
crescem formando aglomerados, fazendo-se necessario o uso de um agente estabilizador
(GARCIA, 2011).
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3.35. QUIMICA VERDE NA SINTESE E ESTABILIZACAO DA
NANOPARTICULA DE PRATA

A quimica verde € definida como um design de produtos e processos quimicos para
reduzir ou eliminar o uso e geracdo de substancias perigosas. Este campo da quimica demonstra
como produtos e processos podem ser produzidos sendo bons para a saide humana e para 0 meio
ambiente, além de economicamente lucrativos (ANASTAS; EGHBALLI, 2010).

No campo da quimica verde, 0 uso de quimicos ndo téxicos, de materiais renovaveis e
solventes ambientalmente benignos sdo a chave para processos de sintese e estabilizacdo
sustentaveis de nanoparticulas metélicas (RAVEENDRAN; FU; WALLEN, 2003).

Na sintese de AgNPs, comumente sdo aplicados métodos quimicos e fisicos considerados
caros e que fazem uso de diversos quimicos toxicos como hidrazina e dimetilformamida
(RAVEENDRAN; FU; WALLEN, 2003). Apesar disto, sinteses bioldgicas, a partir de fontes
vegetais e microbianas, vém sendo exploradas em diversos trabalhos publicados por suas
vantagens: facil disponibilidade e ndo tdxicas (SRIKAR et al., 2016).

Embora a sintese biologica de AgNPs seja ambientalmente vantajosa, esta produz
nanoparticulas a uma velocidade muito mais lenta do que processos com agentes redutores.
Assim, como uma alternativa mais ecol6gica na sintese com agentes redutores, técnicas
demonstraram que os biossurfactantes sdo candidatos promissores na estabilizacdo “verde” de
nanoparticulas (KIRAN et al., 2011).

Séo exemplos o uso dos biossurfactantes surfactina e ramnolipideo para estabilizacdo de
AgNPs (REDDY et al., 2009; XIE; YE; LIU, 2006; KUMAR, 2010). A estabilizacdo da
nanoparticula consiste na escolha de um material de cobertura que ira proteger a superficie da
nanoparticula e manté-la estdvel (RAVEENDRAN; FU; WALLEN, 2003).

3.4. BIOSSURFACTANTES

Surfactantes sdo compostos formados por moléculas que possuem uma parte hidrofébica e
uma hidrofilica sendo capazes de diminuir a energia livre do sistema e a tensdo superficial. Estes
compostos sao usados como detergente e se tornaram indispensaveis a vida dos seres humanos

apesar de gerarem contaminacéo e eutrofizac¢do de corpos d’agua (REBELLO et al., 2014).
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Atualmente, os surfactantes mais utilizados possuem origem petroquimica contribuindo
para a emissdo atmosférica de gases de efeito estufa e agravando problemas como mudancas
climaticas globais (REBELLO et al., 2014).

Os biossurfactantes sdo surfactantes produzidos por bactérias, leveduras ou fungos; estes
sdo vantajosos porque, além de serem eficazes na solubilizacdo de compostos de baixa
solubilidade, sdo biodegradaveis, biocompativeis e possuem baixa toxicidade (MULLIGAN,
2005).

Os biossurfactantes podem ser sintetizados a partir de substratos renovaveis como
acucares e Oleos vegetais, ndo sdo compostos derivados do petroleo e possuem grande
diversidade quimica (COSTA; NITSCHKE; CONTIERO, 2008).

Os biossurfactantes podem ser classificados, com base na sua natureza bioquimica, em
quatro classes principais: glicolipideos, fosfolipideos, lipopeptideos ou lipoproteinas. Dentre
estes, 0s mais conhecidos sdo os glicolipideos que sédo formados por carboidratos e acidos graxos
alifaticos de cadeia longa (PIROLLO, 2006).

3.4.1. RAMNOLIPIDEOS

Os ramnolipideos séo glicolipidios extensamente estudados que se apresentam como uma
mistura de homdlogos e diferenciam entre si pelo nimero de moléculas de ramnose, referente a
sua porcdo hidrofilica, e pelo tamanho das cadeias de acidos graxos da porcdo hidrofébica
(LANG; WULLBRANDT, 1999).

Os homologos de maior predominancia nas misturas sdo os mono formados por apenas
uma ramnose ligada a duas moléculas de acido p-hidroxidecanoico, e os di-ramnolipidios
formados por duas ramnoses ligadas a duas moléculas de é&cido p-hidroxidecanoico
(NITSCHKE; COSTA; CONTIERO, 2011).
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Figura 2: Estrutura geral dos ramnolipideos.
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Fonte: Modificado de Abdel-Mawgoud; Lépine; Déziel (2010).

As propriedades fisicas deste biossurfactante dependem composicdo da mistura de
homologos e distribuicdo de cada homologo produzido, isto ird determinar a presenca de duplas
insaturacBes, o comprimento da cadeia alquilica e o tamanho da cadeia hidrofilica (MONTEIRO,
2007).

Os ramnolipideos sdo produzidos, principalmente, por processos fermentativos de
bactérias Pseudomonas aeruginosa e apresentam baixa toxicidade e alta biodegradabilidade
(ARAUJO, 2018).

Em relacdo a reducdo da tenséo superficial da dgua, sdo capazes de reduzir de 72 mN/m
para 25 a 30 mN/m e a tensdo interfacial dleo/dgua de 43 mN/m para valores menores que 1
mN/m (MONTEIRO, 2007).

Os valores de Concentracdo Micelar Critica (CMC), gue esta relacionada a capacidade de
formacdo de micelas pelo biossurfactante, podem variar segundo a composicdo de homologos da
mistura. J& foram relatados valores entre 5 e 200 mg/L (NITSCHKE; COSTA; CONTIERO,
2011).

Este biossurfactante pode ser considerado ndo volatil, estavel a temperatura ambiente e a
121 graus Celsius por pelo menos uma hora (KRONEMBERGER, 2007).

3.4.2. APLICACOES DE RAMNOLIPIDEOS
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Os ramnolipideos podem atuar como antibactericida e antifungico gerando interesse das
indUstrias farmacéuticas e terapéuticas (MULLER et.al., 2012). H& exemplos de aplicacdo na
producdo de cosméticos e produtos para cuidados com a saude por conta da sua
biocompatibilidade, alguns deles sdo: repelentes, antiacidos, desodorantes, cremes dentais,
produtos anticaspas, antirrugas e antienvelhecimento (LOURITH; KANLAYAVATTANAKUL,
2009; KOSARIC, 1993).

Estudos publicados demonstram seu uso em biodegradacéo de petréleo, metais pesados,
Oleos, hidrocarbonetos clorados e outros por conta de suas excelentes propriedades de
emulsificacdo (MULLIGAN, 2005).

Na agricultura, os ramnolipideos vém sendo aplicados como defensores agricolas por
demonstrarem atividade contra diversos patdgenos agricolas e possuirem baixa toxicidade
(YOCHIKAWA, 2016). Também vém sendo usados para ajudar na absorcdo de fertilizantes e
nutrientes (RANDHAWA; RAHMAN, 2014).

3.3.1. RAMNOLIPIDEOS E QUIMICA VERDE

Os ramnolipideos, apds purificacdo, também vem sendo empregados na substituicdo de
quimicos tdéxicos, que geram poluicdo ambiental, porque possuem excelente biocompatibilidade,
biodegradabilidade, baixa toxicidade e excelente atividade antiviral (XIE; YE; LIU, 2006).

Estudo realizado com a utilizacdo do biossurfactante ramnolipidico para estabilizacdo de
AgNPs concluiu que estas podem se manter estaveis por pelo menos dois meses sem a realizacao
de passivacao (XIE; YE; LIU, 2006). As AgNPs produzidas neste método apresentam boa
atividade antibi6tica contra patégenos gram-positivos, gram-negativos e Candida albicans
sugerindo atividade antimicrobiana diversa (KUMAR, 2010).

Mulligan (2009) apresenta a capacidade do ramnolipideo de funcionar como um agente
guelante de metais como o cadmio, chumbo, cobre, niquel e zinco. Neste caso, o biossurfactante
possui eficiéncia de até 92% de remogdo.

O ramnolipideo também € capaz de dispersar particulas de zirconia em pH 7,evidenciando
a possibilidade de uso deste como um produto ecolégico floculante ou dispersor de um contetido
solido de microparticulas (MULLIGAN, 2009).

Ramnolipideos também foram utilizados na sintese de microemulsées para producéo de

nanotubos de oxido de niquel. Apresenta-se uma técnica alternativa e ecologica a técnica de



27

microemulsdo convencional baseada em surfactantes petroquimicos (PALANISAMY;
RAICHUR, 2009).

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. PRODUCAO E EXTRACAO DE RAMNOLIPIDEOS

4.1.1. FONTE MICROBIOLOGICA

Pseudomonas aeruginosa LBl 2Al1l foi o micro-organismo utilizado na producdo de
ramnolipideos. Este é proveniente do Laboratério de Microbiologia Industrial (LMI) da
Universidade Estadual Paulista (UNESP) - Campus Rio Claro. Foi acondicionado em tubos

criogénicos contendo glicerol 20% e armazenado ultra-freezer a -80°C.

4.1.2. MEIOS DE CULTIVO

4.1.2.1.CALDO NUTRIENTE (CN) e LURIA BERTANI (LB)

A composi¢cdo dos meios utilizados para o pré-inéculo dos micro-organismos em (g/L)
foram: peptona - 5,0; extrato de carne - 3,0 (CN) e triptona — 10; extrato de levedura — 5,0 e NaCl
—10 (LB).

41.22.MEIO MINERAL LIVRE DE CALCIO COM TAMPAO FOSFATO
(MLCTF)

O meio MLCTF, utilizado para o preparo do inéculo das fermentac6es, foi composto por
(9/L): MgS0O, 7H,0 - 0,05; KCI - 0,1; NaNO3 — 1,5; Glicerol — 25; tampéo fosfato 0,1 M, pH 6,5
e 1 ml/L da solucdo de elementos tracos. Esta solucdo é composta por (g/L): citrato de sodio
dihidratado — 2,0; ZnSO4 7H,0 - 0,87; CaCl, 6H,0 — 1,2; CuSO4 5H,0 - 1,2; MnSO4 H,0 —
0,8; FeCl3 6H,0 - 0,28.

4.1.2.3. MEIO MINERAL LIVRE DE CALCIO (MMLC)
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Para a producédo de ramnolipideos em frascos foi utilizado o seguinte meio (g/L): K;HPO,
—0,3; MgSO,4 7H,0 - 0,5; KCI — 1,0; NaNO3— 15; Glicerol -50 e 1 ml/L da solucdo de elementos
tracos (item 4.1.3)

4.1.3. CONDICOES DE CULTIVO

O microrganismo foi pré-cultivado em frascos Erlenmeyer de 125 ml contendo 10% de
volume de meio LB/CN e 100 pL da cultura estoque da linhagem. A incubacéo foi realizada em
mesa agitadora, durante 24 horas a 37°C e 200 rpm. Em seguida foram transferidos 5 ml do preé-
indculo para frascos de 500 mL com 100 mL de volume de meio MLCTF e incubado por 48
horas a 37°C e 200 rpm. Esta cultura foi utilizada para inoculacdo do meio de fermentacéo,
MMLC utilizado para produzir os ramnolipideos utilizados neste trabalho.

Apos a fermentacdo, o volume total dos frascos foi centrifugado. O caldo livre de células
foi acidificado com H3PO,4 85% 1:100 (v/v), levando a precipitacdo dos ramnolipideos presentes.
Para a extracdo do ramnolipideo foi utilizado acetato de etila 1:1 25 (v/v); a mistura foi agitada
vigorosamente por 10 min e logo em seguida foi retirada a fase superior para evaporacdo do

solvente em rotavapor (40°C) e obtencdo do biossurfactante (Mariano, 2012).

4.2. SINTESE E ESTABILIZACAO DE NANOPARTICULAS

Por uma metodologia modificada de Kumar (2010), foi preparada solu¢do contendo 4mL
de nitrato de prata (0,1M), 15mL de ramnolipideo (10g/L) em pH 7, 16mL de agua pura e 5mL
de borohidreto de sodio (3M) em Béquer de 40 mL. Nesta sintese, o nitrato de prata foi a
substancia percussora que, quando reduzida pelo borohidreto de sodio e estabilizada pelo
ramnolipideo, gerou as nanoparticulas de prata. O pH das solug6es foi ajustado utilizando NaOH
(1M) e HCI (1M) antes da adi¢&o do borohidreto de sodio na sintese.

Preparou-se também uma solucdo contendo 4mL de nitrato de prata (0,1M), 16mL de
agua pura e 5mL de borohidreto de sodio (3M) em Béquer de 40 mL a fim de verificar a
capacidade estabilizadora do ramnolipideo.

A reacdo que governa a reducdo dos ions de prata metalica pelo borohidreto de sodio é

descrita pela seguinte equacao:
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1 1
AgNO; + NaBH, = Ag + > H, + EBzHe + NaNO;

Todas as solucBes de sintese foram agitadas magneticamente durante 1h a temperatura
ambiente.

As caracteristicas de coloracdo e tamanho das particulas nas diferentes solucbes de
AgNPs foram analisadas no espectrofotometro Shimadzu UV-1601 PC na faixa entre 300-500nm

apos diluicdo em proporcao 1/25 (v/v).
43. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Foi adotado um delineamento experimental do tipo Delineamento Composto Central
Rotacional com auxilio do programa computacional Statistica 10 (StatSoft, Tulsa, EUA) porque
este delineamento é capaz de prover precisdo igual de estimagdo em todas as direcBes e é
indicado no caso de duas ou trés variaveis independentes (CHAVES, 2008).

As trés varidveis independentes avaliadas foram pH da sintese de nanoparticulas,
concentracdo do agente redutor (NaBH4) e volume da solucdo de nanoparticulas de prata
(AgNPs) conforme Tabela 2. Os niveis de cada varidvel foram escolhidos apos a realizacdo de
testes prévios e revisdo bibliogréfica.

Tabela 2. Niveis das varidveis independentes.

Menor Ponto Maior
Minimo Maximo
Fator Valor Central Valor
(-1,67) (1,67)
(-1) 0) 1)
Concentracdo
0,10 0,30 0,60 0,90 1,10
de NaBH, (M)
Volume de
0,05 0,15 0,30 0,45 0,55
AgNPs (mL)
pH de sintese
3,65 5,00 7,00 9,00 10,35
das AgNPs

Fonte: Autora (2019).
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O delineamento consistiu em um planejamento fatorial 23 com oito ensaios (2 x 2 x 2),

mais seis pontos axiais e trés pontos centrais totalizando 17 corridas divididas em trés blocos. As

corridas foram realizadas em duplicata, nas quais cada variavel foi investigada em 5 niveis

conforme a Tabela 3.

Tabela 3. Planejamento experimental dos cinco niveis investigados.

Teste Bloco NaBH, AgNPs pH
1 1 -1,00 -1,00 -1,00
2 1 -1,00 1,00 1,00
3 1 1,00 -1,00 1,00
4 1 1,00 1,00 -1,00
5 1 0,00 0,00 0,00
6 2 -1,00 -1,00 1,00
7 2 -1,00 1,00 -1,00
8 2 1,00 -1,00 -1,00
9 2 1,00 1,00 1,00
10 2 0,00 0,00 0,00
11 3 -1,67 0,00 0,00
12 3 1,67 0,00 0,00
13 3 0,00 -1,67 0,00
14 3 0,00 1,67 0,00
15 3 0,00 0,00 -1,67
16 3 0,00 0,00 1,67
17 3 0,00 0,00 0,00

Fonte: Modificado de Statistica (2019).
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4.4. TESTES DE REDUCAO DO CORANTE

As solucdes foram avaliadas contra o corante azul de metileno (ImM) em 10 mL de
solugédo aquosa por metodologia modificada de Saha et al. (2017). Estas foram preparadas em
tubos de ensaio com concentragdes de borohidreto de sodio, volume de AgNPs e pH das
nanoparticulas conforme planejamento experimental (Tabela 3).

Também foram realizados testes de reducgé@o do corante na concentracdo 1mM apenas com
borohidreto de sodio, em diferentes concentracdes, e com ramnolipideos a fim de possibilitar
comparacOes de resultados. Como controle negativo, foi utilizada agua destilada no lugar do
borohidreto de sodio e da solucdo de AgNPs.

Nas avaliacdes da reducdo do corante foi utilizado espectrofotometro UV-visivel na faixa
entre 400-800 nm. Foi analisada a absorbancia maxima no comprimento de onda A= 665nm no
intervalo de 60 minutos.

A reducdo da concentracdo do corante foi mensurada utilizando a seguinte formula:

Porcentagem de Redugdo = (4y — Ay ) + 4y X 100

Sendo, A,= absorbancia medida no comprimento de onda A=665 nm no tempo inicial e

Ag= absorbancia medida no comprimento de onda A=665 nm no tempo final, apds 60 minutos de

reacao.

45. ANALISE ESTATISTICA E VALIDACAO EXPERIMENTAL

Os experimentos de redugdo do corante foram realizados em duplicata, exceto o ponto
central, e os dados foram expressos como os valores médios. Com os resultados obtidos, foi
realizada analise de variancia (ANOVA), e os valores p (p-value) inferiores a 5% foram
considerados estatisticamente significativos.

O programa Statistica, versdo 10.0 (EUA), foi empregado para delineamento
experimental, ANOVA e validagdo experimental. Os resultados foram avaliados pela
metodologia de superficie de resposta que é uma combinacdo de métodos estatisticos e

matematicos Uteis para otimizacdo de processos, selecionando as melhores condicGes
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experimentais com 0 menor nimero de experimentos possivel para obter resultados apropriados
(SARRAI et al., 2016).

4.6. TESTES DE TOXICIDADE

Os testes de toxicidade utilizaram crustaceos de dgua doce do género Daphnia, cedidos
pelo Laboratério de Ensino e Pesquisa de Toxicidade de Aguas do Departamento de Bioquimica
e Microbiologia da UNESP- Rio Claro, conforme ABNT NBR 12713. Estes crustaceos séo
amplamente utilizados em testes de toxicidade porque possuem ampla presenga em corpos d’agua
doce, sdo fonte de alimento para peixes e importantes em diversas cadeias alimentares, possuem
um ciclo de vida curto e sdo sensiveis a diversos contaminantes do ambiente aquéatico (COSTA et
al., 2008).

Os testes foram realizados em solucBes de 10 mL em pH 7,5 conforme caracteristicas a

sequir:
o Solugdes com 150 a 15 pL de ramnolipideos (10 g/L) em &gua destilada;
o Agua destilada e 400 pL de AgNPs sintetizadas em pH 8;
. Azul de metileno (1ImM) em agua destilada;
. Solucdo final em condicBes dtimas segundo Planejamento Experimental, apos

procedimentos para remoc¢do do corante e das AgNPs;

. Solucdo final em condicGes 6timas segundo Planejamento Experimental, apos
metodologias para remocao do corante, das AgNPs e dos ramnolipideos.

Para possibilitar a realizacdo destes testes foi utilizado carvao ativado para remogédo das
AgNPs. A metodologia modificada de Gicheva e Yordanov (2013) consistiu na adi¢do de NaCl a
fim de se obter uma solucdo na concentracdo 10mM, e conseguinte adicdo de 0,25mg/mL de
carvao ativado. A solucdo foi mantida em mesa agitadora por 12h a 20°C, e depois filtrada a
vacuo com papel filtro de 4,45um.

A remocdo das AgNPs foi analisada utilizando espectroscopia UV-Visivel no
comprimento de onda A= 430nm. As absorbancias medidas antes e apds o processo de remocao
foram inseridas na formula a seguir.

Porcentagem de Remogdo = (4g — Af ) + Ag X 100
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Para extracdo do ramnolipideo, foi utilizada a metodologia com a acidificagdo do meio e
acetato de etila que foi apresentada na producéo e extragdo dos ramnolipideos (Mariano, 2012). A
solucéo foi centrifugada e mantida em estufa quente por 48h, para remocéo do solvente, antes ser

utilizada para realizacéo do teste de toxicidade.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. SINTESE E ESTABILIZAGAO DAS NANOPARTICULAS

As AgNPs obtidas por reducdo por borohidreto de sdédio foram caracterizadas por
espectroscopia UV-Visivel e os picos de comprimentos de ondas observados sdo relacionados na

Tabela 4, conforme pH de sintese.

Tabela 4. Relagdo entre o pH de sintese das AgNPs, 0 A max (nm) na analise por

espectroscopia e diametro médio das particulas

A mdx (nm) pH de sintese Didmetro médio(nm)
3,65
398 5,00 10-14
405,4 7,00 10-14
399,8 - 407,4 8,00 10-35
398,2 — 408,6 9,00 10-35
402 - 414,2 10,35 10-35

Fonte: Modificado de Mulfinger et al. (2007).

Através da Tabela 4, observou-se que apenas em pH 3,65 ndo houve um pico nos
comprimentos de onda estudados. Garcia (2011) demonstrou que a espectroscopia UV-Visivel
pode ser utilizada para caracterizacdo de nanoparticulas. Nesta analise, comprimentos de onda
com picos entre 380-450 nm demonstram a presenga das AgNPs.

Fez-se uso destes dados para avaliar que as nanoparticulas produzidas neste estudo tem
tamanho aproximado de 10-35 nm. Mulfinger et al. (2007) demonstrou a relacdo entre o didmetro
médio das nanoparticulas de prata e o0 comprimento de onda observado no pico. Particulas de

tamanho entre 10 e 14 nm sdo demonstradas em A max (nm) de 395-405, as de tamanho de 35 a
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50 nm s&o demonstradas em A max (nm) de 420 e as maiores que 60 nm sdo demonstradas em A
max (nm) = 438 nm.

Né&o foram encontrados outros estudos que realizaram a sintese das AgNPs em diferentes
pH pela mesma metodologia utilizada neste trabalho. Traiwatcharanon, Timsorn e Wongchoosuk
(2015) realizou sintese de AgNPs a partir de extrato aquoso de Pistia stratiotes em diferentes pH.
Este estudo também ndo verificou pico em comprimentos de onda préximos a 400 nm em
sinteses de AgNPs em condic¢des acidas (4-6). Em pH basico (9-10) foram verificados picos em
A= 414 nm ¢ a intensidade dos picos tendeu a aumentar conforme aumentava o pH.

Apesar de Traiwatcharanon, Timsorn e Wongchoosuk (2015) n&o terem observado picos
préximos a 400 nm em pH abaixo de 7, o trabalho verificou presenca de AgNPs em todos os pH
(4-10) fazendo uso de microscopia eletronica de transmissdo. Os diametros médios das
nanoparticulas foram de 14,79 nm em pH 4, 17,3 nm em pH 7 e de 20,97 nm em pH 10. As
diferengas de tamanho das particulas foram explicadas com base nos efeitos do pH na dissociacdo
e aglomeracdo das particulas.

Um estudo realizado por Elzey e Grassian (2009) também demonstrou dissociacdo de
AgNPs e presenca de particulas isoladas em meios acidos, relacionando estes ao tamanho das
nanoparticulas. Meios &cidos possuem uma forca motriz mais alta para a dissolugdo das AgNPs
resultando em tamanhos menores das particulas (TRAIWATCHARANON; TIMSORN;
WONGCHOOSUK, 2015).

Em meios basicos ocorre a dissociacdo do hidroxido de sédio em agua para produzir ions
hidroxido carregado negativamente que aumentardo a reducdo completa da prata em
nanoparticulas. Com uma densidade idnica mais elevada, os atomos de prata tendem a formar
ligagdes com os atomos mais proximos devido a alta energia superficial e a instabilidade
termodinamica das superficies, causando o aumento do tamanho das nanoparticulas
(TRAIWATCHARANON; TIMSORN; WONGCHOOSUK, 2015).

Alteracdes do pH também afetam a formacdo de diferentes estruturas e agregacdo no
ramnolipideo utilizado como estabilizador das nanoparticulas. As estruturas sdo formadas de
forma esponténea e causadas pela presenca do acido carboxilico na estrutura do biossurfactante.
Em meio &cido, na faixa de pH entre 4,3-5,8, ha a formac&o de estruturas vesiculares, estruturas
lamelares sdo formadas em pH 6-6,5, lipidicas na faixa de pH 6,2-6,6 e micelas em pH acima de
6,8 (KITAMOTO et al., 2009). Os ramnolipideos tendem a se agregar na faixa de pH que ha
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formacdo de estruturas vesiculares, entre 4,3 e 5,8, porque seu pKa € de 5,6, resultando na
auséncia de repulsdo eletrostatica entre as moléculas nesta faixa (ISHIGAMI et al., 1993).

Segundo Farias et al., (2014) os biossurfactantes reduzem a formacao de agregados das
AgNPs devido as forcas de atracdo eletrostaticas. Pela metodologia utilizada neste estudo, a
sintese das AgNPs sem a presenca do ramnolipideo ndo ocorreu, apresentando-se apenas grandes
agregados de nitrato de prata na solucao.

A andlise visual da coloracdo dos coloides de prata demonstrou diferentes estagios de
agregacao das particulas, como pode ser observado na Figura 3. Em pH 3,65 ndo foi observada
coloracdo amarela caracteristica da formacdo de prata metélica sob a forma de nanoparticulas
(GARCIA, 2011). A partir do pH 5,00, a coloragdo amarelada demonstrou pequenos agregados
enguanto uma posterior agregacao gerou mudancas na coloragdo variando até maiores estagios de
agregacao com coloracdo marrom, em pH acima de 9,00 (GARCIA, 2011; ELZEY; GRASSIAN,
2009)

Figura 3. Prata coloidal em diferentes estagios de agregacéo. (A) pH 10,35, (B) pH 9,00, (C) pH
8,00, (D) pH 7,00, (E) pH 5,00, (F) pH 3,65 e (G) agua destilada.

Fonte: Autora (2019).

Segundo Garcia (2011), reducdes de prata por borohidreto de sédio costuma produzir
coloides descritos como de coloracdo amarelado-esverdeado e amarronzada com particulas de
cerca de 10nm, condizendo com os resultados obtidos.

Trabalho realizado por Salazar-Bryam (2016) utilizou a mesma metodologia para sintese
das AgNPs, sem a alteracdo do pH, e as analisou por micrografia. Os resultados encontrados
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demonstraram que a metodologia produz nanoparticulas esféricas recobertas pelo ramnolipideo.
Neste estudo o tamanho das nanoparticulas oscilou entre 70-80 nm.

5.2. TESTES DE REDUCAO DO CORANTE

Os resultados obtidos nas 17 corridas do Planejamento Experimental s&o demonstrados na
Tabela 5. Estes valores foram inseridos no Software Statistica para geracdo dos resultados

estatisticos.

Tabela 5. Porcentagem de remocdo do corante azul de metileno observado e esperado em cada
uma das corridas planejadas.

Remocgdo do corante (%)

Corrida | Observado Esperado
1 28,69 32,51
2 84,68 97,47
3 13,81 6,18
4 89,19 88,07
5 91,87 91,46
6 89,16 88,29
7 32,92 38,57
8 35,66 20,89
9 82,30 76,49
10 91,51 91,46
11 91,95 78,21
12 34,36 50,93
13 7,92 18,59
14 90,32 82,48
15 38,78 41,66
16 78,69 78,64
17 91,55 91,46

Fonte: Autora (2019).

A partir da Tabela 5, verifica-se que as corridas 2, 8, 11, 12 e 13 apresentaram as maiores
diferencas entre o valor observado e o esperado pelo modelo. Destaca-se que as corridas 11 e 12
foram realizadas com a concentragdo do agente redutor em seu valor axial minimo e maximo,

respectivamente, e que as duas resultaram em valores observados abaixo do esperado pelo
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modelo. Estas diferengas demonstram a incerteza gerada no modelo por conta da concentracdo do
borohidreto de sodio.
A Tabela 6 apresenta os efeitos principais, interacdo das variaveis independentes e erro

padrdo para um modelo quadratico. Os dados foram obtidos considerando os erros puros.

Tabela 6. Efeitos estimados do planejamento composto central para erro puro.

Erro -95% +95%
Efeito . T(2) P Limitede  Limite de
padréo Confianca  Confianga
Média/Interagdo | 91,46 0,11 811,80 <0,001 90,97 91,94 -
NaBH, (L) -16,30 0,11 -153,63 <0,001 -16,76 -15,84  Significativo
NaBH, (Q) -19,20 0,12 -163,72 <0,001 -19,71 -18,70  Significativo
AgNPs (L) 38,18 0,11 359,87 <0,001 37,73 38,64 Significativo
AgNPs (Q) -29,23 0,12 -249,17 <0,001 -29,73 28,72 Significativo
pH (L) 22,10 0,11 208,26 <0,001 21,64 22,56 Significativo
pH (Q) -22,36 0,12 -190,63 <0,001 -22,87 21,86 Significativo
NaBH, e AgNPs | 30,56 0,14 220,91 <0,001 29,97 31,16 Significativo
NaBH, e pH -35,24 0,14 -254,75 <0,001 -35,84 -34,65  Significativo
AgNPs e pH 1,56 0,14 11,31 0,008 0,97 2,16 Significativo
R2=0,93
Ajuste = 0,83

MS Residual = 167,01

p< 0,05 = significativo (nivel de confianga de 95%)
(L) = efeito linear

(Q) = efeito quadratico

Fonte: Autora (2019).

O Diagrama de Pareto apresentado na Figura 4 permite uma avaliacdo visual dos efeitos
dos fatores estudados para obtencdo das respostas. As colunas representam a magnitude dos
efeitos e a linha transversal representa a magnitude dos efeitos com significado estatistico para
p=0,05.
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Figura 4. Diagrama de Pareto.

AgNPs (L) | -359,3

Borohidreto de Sédio e pH | 254,75

AgNPs (Q) [ 24917

Borohidreto de Sodio e AgNPs | 2209122

pH (L) } 208.2653

pH Q) } 100,635

Borohidreto de Sodio (Q) | 463,717

Borohidreto de Sodio (L) | 153,626

AgNPsepH | 11,3119

p=.05

Fonte: Statistica 10 (2019).

Os efeitos demonstrados na Tabela 6 e na Figura 4 sdo a mudancga ocorrida na resposta
quando os valores se movem do valor mais baixo (-) para 0 mais alto (+). Verificou-se que todos
os fatores e interacdes entre estes foram estatisticamente significativos demonstrando que todos
tém efeitos relevantes na resposta obtida.

Observa-se que o fator AgNPs, correspondente ao volume de nanoparticulas, foi o que
influenciou de forma mais significativa o modelo. O efeito positivo da variavel indica que o
aumento do volume de nanoparticulas de um valor minimo para um valor maximo, gera um
incremento da resposta na reducdo do corante, o que pode ser explicado pela capacidade catalitica
destas nanoparticulas (MACIEL et al., 2012).

Apesar de o fator AgNPs ter se demonstrado o de maior influéncia no modelo, quando ha
a interacdo entre as AgNPs e o pH sua influéncia se torna pouco significativa para o resultado
final. O aumento do volume de nanoparticulas e do pH de sintese destas, de um valor minimo
para um valor méximo, ndo gera um incremento muito significativo na reducdo do corante.

Efeitos negativos indicam que a variavel em questdo, ao passar de um valor minimo para

um valor maximo, gera diminuicdo da resposta final, como é o caso da concentracdo do
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borohidreto de sodio (MACIEL et al., 2012). Valores méaximos de borohidreto ndo sdo capazes de
melhorar a remog&o do corante de forma significativa em 60 minutos.

As relacGes entre o borohidreto de sodio e demais variaveis também foram muito
significativas estatisticamente para o modelo. A relacdo entre o borohidreto e as AgNPs
demonstram um aumento da resposta final quando a concentracdo e volume destes passam juntos
de um valor minimo para um valor maximo. Enquanto que a relacao entre o borohidreto e o pH
demonstram resultado inverso, o aumento da concentracdo do borohidreto e do valor de pH para
um nivel maximo, diminui a resposta final.

Para avaliar se 0 modelo utilizado para geracdo dos dados é adequado e ajustado foram
avaliados os residuos e a analise de variancia (ANOVA). A analise dos residuos € fundamental
para verificacdo da qualidade da adequacdo do modelo porque modelos que deixam residuos
consideraveis nao sdo adequados para tirar conclusdes precisas sobre 0 comportamento dos dados
no campo experimental (NOVAES, 2017). A ANOVA é capaz de demonstrar se 0 modelo
apresenta um grau de ajuste apropriado aos resultados encontrados experimentalmente (MACIEL
etal., 2012).

O valor do coeficiente de determinacdo R2, demonstrado pelos efeitos estimados, foi de
93%, indicando que o modelo est4 adequado as respostas observadas (NOVAES et al., 2017). A
andlise visual do grafico de residuos, demonstrado na Figura 5, sugere uma distribuicdo normal
dos dados, ou seja, desvios positivos e negativos estdo na mesma proporcdo e os valores

observados estdo proximos da reta vermelha.
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Figura 5. Distribuicdo dos residuos: valores esperados versus valores observados nos

experimentos.
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Fonte: Statistica 10 (2019).

Tabela 7. Resultados da analise de variancia do modelo.

Soma quadratica Graus de liberdade Média quadratica F p

Falta de ajuste ‘ 1168,99 5 233,80 6107,3 < 0,001
Erro puro ‘ 0,08 2 0,04 - -
Total | 1619459 16 - - -

Fonte: Autora (2019).

Com a ANOVA (Tabela 7) foi possivel observar que o valor de p na falta de ajuste foi
menor que 0,05 demonstrando que a falta de ajuste é significativa no modelo. Também foi
observado que a maior parte da variacdo relacionada aos residuos é atribuida a falta de ajuste e
nédo ao erro puro demonstrando que o modelo apresenta falta de ajuste.

Os gréficos de superficie resposta, assim como o R2, demonstram indicios de que o
modelo parece representar bem a relacdo entre a resposta e os fatores estudados. Estes graficos
sdo apresentados nas Figuras 6-11 e foram utilizados para determinar as melhores condigdes para

uma méaxima reducdo do corante que é demonstrada pela coloragdo verde. Para certificar que o
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modelo era preditivo, foi realizado um novo experimento usando estas condi¢Ges Otimas,
conforme Tabela 8.

Figuras 6 e 7. Reducdo do corante em funcdo da concentracao do borohidreto de sodio e

do volume de nanoparticulas para o pH no ponto central.
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Fonte: Autora (2019).

Figuras 8 e 9. Reducdo do corante em fungéo da concentracdo do borohidreto de sédio e do pH

de sintese das AgNPs para o volume de nanoparticulas no ponto central.
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Figuras 10 e 11. Reduc¢do do corante em funcéo do volume de AgNPs e pH de sintese destas para

a concentracao de borohidreto de sddio no ponto central.
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Tabela 8. Comparagdo do valor esperado e observado experimentalmente nas condigdes 6timas

de reducdo do corante.

Fator Valor
Remocé&o do Corante (%)
pH de sintese das AgNPs 8
Concentracdo de NaBH, 0,47 M
Esperado Observado
Volume de AgNPs 0,397 mL
100 94,7

Fonte: Autora (2019).

O resultado obtido demonstra uma concordancia entre 0 modelo e os resultados esperados
visto que esta corrida obteve uma méaxima remocdo do corante quando comparada as demais
realizadas neste estudo. O modelo foi avaliado como preditivo ja que o valor esperado se
aproxima do valor observado.

A Figura 12 permite a avaliacdo visual das diferencas de absorbancias em A= 665nm, nos
tempos 0 e 60 minutos, no experimento utilizando as condicdes étimas.
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Figura 12. Absorbancia versus comprimento de onda no estudo da reducdo do corante em

condigdes Otimas.
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Fonte: Autora (2019).

Para confirmar a capacidade catalitica das AgNPs estabilizadas com ramnolipideos, foram
realizadas corridas sem a presenca das AgNPs. A Figura 13 apresenta o gréafico de remocéo das

nanoparticulas em diferentes concentracdes de borohidreto de sodio.

Figura 13. Porcentagem de reducdo do corante observada em funcéo das diferentes
concentra¢des de borohidreto de sédio.
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Foi observado que mesmo em altas concentra¢fes do agente redutor, a redu¢do méxima
ndo passou de 30% em 60 minutos. Demonstra-se que a reducdo na presenca das AgNPs € muito
mais eficiente porque estas foram excelentes catalisadoras da reacdo. Vidhu e Philip (2014) e
Bonnia et al. (2016) também observaram um 6timo desempenho das AgNPs como catalisadoras
da reducéo do corante azul de metileno.

A capacidade catalitica das AgNPs estd relacionada ao fato destas ajudarem na
transferéncia de elétrons dos doadores aos receptores, neste caso, do NaBH, ao corante azul de
metileno. Para que a catalise ocorra, o potencial redox das nanoparticulas deve ser encontrado em
um valor intermediério entre o potencial redox do doador e do sistema receptor (MALLICK;
WITCOMB; SCURRELL, 2006).

O tamanho das AgNPs interfere na capacidade catalitica porque a rea¢do ocorre apenas na
superficie dos metais. Um aumento da area superficial disponivel, consequentemente a reducéo
do tamanho das particulas, aumentara a eficacia do catalisador. Apesar disto, hd um tamanho
critico para as nanoparticulas na qual abaixo disso ocorre dificuldade de catalise (VIDHU;
PHILIP, 2014).

Os ramnolipideos possuem capacidade de adsorcdo de corantes em solucdo aquosa
conforme foi demonstrado por Silva (2018). Portanto, a fim de garantir que a melhoria da
eficiéncia de reducdo foi causada apenas pela capacidade de catalise das AgNPs, foi realizado
teste apenas com ramnolipideos na mesma concentracdo utilizada na sintese das nanoparticulas.
A Figura 14 demonstra o grafico gerado no espectrofotbmetro UV-visivel na faixa de
comprimento de onda 400-800 nm.

Observa-se que utilizando os ramnolipideos ndo houve mudancas de absorbancia maxima
no comprimento de onda 665 nm apds um intervalo de tempo de 60 minutos, sugerindo que ndo
houve remocdo do corante. Apesar disto, em toda a faixa de comprimento de onda estudada (400-

600 nm) houve absorcdo e posterior saturacdo entre 558 e 688 nm.



45

Figura 14. Gréfico de absorbancia versus comprimento de onda para a solu¢do composta
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Fonte: Autora (2019).

TESTES DE TOXICIDADE

Ap6s um periodo de exposicdo de 48h dos individuos-teste as solugdes, foram verificados,

nas amostras sem diluicdo, se houve ou ndo diferencas significativas entre o nimero de

organismos imdveis em relacdo ao controle. Os resultados encontrados foram demonstrados na

Tabela 9.
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Tabela 9. Resultados de toxicidade das diferentes solugdes estudadas.

Solugéo Resultados
150 puL de ramnolipideos (10 g/L) em &gua destilada Téxico
69 uL de ramnolipideos (10 g/L) em agua destilada Téxico
15 pL de ramnolipideos (10 g/L) em &gua destilada CE50
400 uL de AgNPs sintetizadas em pH 8 e 4gua destilada Tdxico
Azul de metileno (1ImM) em agua destilada Tdxico
Solucdo final em condicGes 6timas segundo Planejamento Tdxico

Experimental, ap6s procedimentos para remogao do corante e
das AgNPs
Solucdo final em condicBes 6timas segundo Planejamento Téxico
Experimental, ap6s procedimentos para remocéo do corante,

das AgNPs e do ramnolipideo

Fonte: Autora (2019).

Na solucdo composta apenas por ramnolipideos e dgua destilada, na mesma concentracéo
utilizada no estudo da reducéo do corante (0,15 g/L), os crustaceos apresentaram sensibilidade
aguda com a morte de pelo menos 50% dos individuos em 48 horas. A diferenca entre 0 nimero
de organismos imoveis em relacdo ao controle foi significativa, portanto o resultado foi expresso
como toxico.

Estudo realizado por Gustafsson et al. (2009) testou diferentes concentracbes de
ramnolipideo e obteve resultado diferente. Os ramnolipideos em &gua, nas concentracdes 1, 5 e
50 pug/mL, ndo apresentaram efeitos negativos sob a sobrevivéncia ou mortalidade dos crustaceos
durante 48 horas.

Testes de toxicidade realizados em solugdes com menor concentracdo de ramnolipideo em
agua demonstraram uma concentracdo letal para 50% dos individuos de 0,015 g¢/L, uma
concentracdo 10 vezes menor que a utilizada nos testes de reducdo do corante.

Outros trabalhos apresentaram os ramnolipideos como toxicos para Dapnhia similis,
como Santos (2013) e Anna et al. (2002). Anna et al. (2002) estudou a toxidade do ramnolipideo
em concentragdes de 0,5; 1; 10; 50 e 100 v/v e demonstrou CL50 de 13,8 ppm (0,0138g/L). O
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fato pode ser atribuido a presenca de outros fatores de toxicidade, como por exemplo: a
quantidade de glicerol e sais, presenca de lipases, elastases e proteases.

Na solucdo composta por agua destilada e AgNPs, 0s crustaceos apresentaram
sensibilidade aguda com a morte de 100% dos individuos. A diferenca entre o nimero de
organismos imdveis em relacdo ao controle foi significativa, portanto o resultado foi expresso
como toxico para Daphnia similis.

A partir do valor de densidade das AgNPs, foi calculada a concentracao destas na solucéo
(AMERICAN ELEMENTS, 2019). O valor encontrando de 420 g/L apresentou-se muito acima
da concentracdo do agente toxico que causa imobilidade a 50% dos organismos expostos (CE50)
determinada por Maziero, Rogero e Alemany (2016) e Rogero et al. (2015). A média obtida da
CES50, utilizando como organismo-teste a Daphnia similis, foi de 4,70 pug/L, demonstrando que os
organismos aquaticos apresentam alta sensibilidade as AgNPs.

A solugdo composta apenas por agua diluida e corante na concentragdo 1mM apresentou
diferenca estatisticamente significativa entre 0 nimero de organismos imoveis em relagdo ao
controle. Sendo assim, o resultado foi expresso como toxico para Daphnia similis.

Fungaro et al., (2010) obteve resultados que demonstraram que 0s crustaceos do género
Daphnia s8o muito sensiveis ao corante azul de metileno. Foram encontrados valores de
concentracdo do agente tdxico que causa imobilidade a 50% dos organismos expostos (CE 50) de
0,16 mg/L até 0,43 mg/L.

Ha relatos de intoxicacdo animal com o corante azul de metileno. Na espécie humana,
bebés intoxicados por azul de metileno apresentaram anemia, urina azulada, tonalidade azulada
no nariz e insuficiéncia renal aguda (COSTA et al., 2016).

Para a realizacdo dos demais testes de toxicidade, foi realizada a remocdo das AgNPs da
solucdo. O processo de remocao das AgNPs na solucdo em condicdes 6timas obteve um resultado
de 75% de remocdo. A Figura 15 possibilita a analise visual da coloracdo da solucdo final apds a

remocao das NPs.
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Figura 15. Diferentes solugdes utilizadas no processo de remocao e reducdo do corante
azul de metileno. (A) Agua destilada, (B) 4gua destilada com corante azul de metileno (ImM) e

(C) solucdo apos reducao do corante e remogéo das AgNPs.
B

_ I
Fonte: Autora (2019).

Na solucdo final que apresentava em sua composicdo ramnolipideos, 0s crustaceos
apresentaram sensibilidade aguda, ocorrendo a morte de pelo menos 50% dos individuos. A
diferenca entre o nimero de organismos imoéveis em relacdo ao controle foi significativa,
portanto o resultado foi expresso como toxico.

Apds a remocdo do ramnolipideo, o Gltimo teste de toxicidade foi realizado. Neste, 0s
crustaceos também apresentaram sensibilidade aguda com a morte de pelo menos 50% dos
individuos. A diferenca entre 0 nimero de organismos imoveis em relacdo ao controle foi
significativa e o resultado foi expresso como téxico.

Os resultados expressos como toxicos podem ter sido causados pela elevada concentracdo
de corante, AgNPs e ramnolipideos. As concentracfes utilizadas neste estudo foram muito acima

dos valores de CE50 apresentados em outros estudos e discutidos anteriormente.

6. CONCLUSOES
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Diante dos resultados obtidos neste trabalho, podemos concluir que o tamanho e
agregacdo das AgNPs dependem do pH de sua sintese, e que estas nanoparticulas sdo capazes de
diminuir o tempo da reacao de reducdo do corante de forma significativa.

Em relacdo ao Planejamento Experimental realizado, 0 modelo apresentou-se adequado e
preditivo, com coeficiente de determinagdo R? de 93%, apesar de néo ter se demonstrado ajustado
pela ANOVA.

A partir da analise da superficie de resposta foi possivel demonstrar que, em 60 minutos, a
melhor condicdo para remocdo do corante foi em pH 8, volume de AgNPs em 0,4mL e
concentracdo de borohidreto de sddio em 0,45M.

Em relacdo a toxicidade, as solucGes finais obtidas foram expressas como tdxica para
Daphnia Similis. A toxicidade foi causada pela elevada concentracdo de AgNPs, ramnolipideos e
azul de metileno sendo necessaria a realizacdo de novos estudos para diminuicdo das

concentracgdes iniciais ou diluicdo do efluente, antes do despejo em corpos d’agua.
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