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RESUMO

A bioincrustacdo marinha (Bl) é um processo natural de extrema importancia para a
biodiversidade, onde ocorre o crescimento sucessivo de organismos em uma superficie
submersa. No entanto, quando ocorre em estruturas construidas pelo homem, causam
diversos problemas socioeconbémicos e ambientais. A principal solucdo para a BI
consiste na aplicacdo de tintas que contém biocidas anti-incrustantes (BANIN) que
impedem a adesao e crescimento destes organismos a uma superficie. Devido as leis
ambientais cada vez mais restritivas, as empresas da area tém se dedicado no
desenvolvimento de formula¢fes que sejam menos nocivas ao meio ambiente. O objetivo
do trabalho foi caracterizar nanomateriais (NM) com propriedades anti-incrustantes e
determinar a sua toxicidade em microrganismos isolados da zona costeira brasileira. Os
NM constituidos pelo biocida organico 4,5-dicloro-2-noctil-4-isotiazolin3-ona (DCOIT),
encapsulado em nanocontentores mesoporosos de silica (SiNC) e revestidos pela prata
(Ag), foram caracterizados por Microscopia Eletronica de Transmissdao (MET),
Espectroscopia de energia dispersiva (Energy Dispersive Spectroscopy - EDS ou EDX),
Espalhamento de luz dindmico (Dynamic Light Scattering - DLS), Potencial Zeta (P{) e
indice de polidispersdo (Polydispersion Index - PDI). A toxicidade dos NM foi
determinada a partir da Concentracdo minima inibitéria (CIM) e Concentracdo Minima
Biocida (CBM) em bactérias (Bacillus subtillis, Vibrio aestuarianus, V. parahaemolyticus),
fungos (Penicillium citrinum IB-CLP11, P. sclerotigenum IB-CLP17, Aspergillus niger IB-
CLP20 e P. polonicum IB-CLP22) e microalga (Chlorella minutissima BMAK26a). Os NM
apresentaram estabilidade e monodispersdo de tamanhos como verificado pelas
analises de DLS, PDI e P¢. As micrografias obtidas por MET revelaram a forma esférica
com diametros de 112, 136, 139 e 133 nm para SiNC, SINC-DCOIT, SINC-Ag e SiNC-
DCOIT-Ag, respectivamente e a analise de EDS confirmou a presenca dos elementos
presentes nas amostras. O ensaio antimicrobiano em bactérias e fungos mostrou que
SIiNC apresentou acédo antimicrobiana apenas para B. subtillis (CIM = 10 mg-L*). DCOIT
foi toxico para todas as espécies de bactérias e fungos (CIM = 1 mg-L't; CBM <10 mg-L
1) e Ag sendo o que apresentou maior toxicidade (CBM < 1 mg-L!). SINC-DCOIT, SiNC-
Ag e SINC-DCOIT-Ag apresentaram a¢do antimicrobiana para todas as espécies de
bactérias e fungos (CIM = 1 mg-L*e CBM =< 10 mg-L!). O ensaio de densidade celular
em C. minutissima apresentou menor toxicidade para SiNC (ECso = 2,24 mg-L?), SiNC-
DCOIT (ECso = 0,625 mg-L1), SINC-Ag (ECso = 0,584 mg-L'), quando comparados aos
valores estimados para DCOIT (ECso= 0,040 mg-L), Ag (ECso= 0,021 mg-L™'). A andlise
da clorofila total apresentou um aumento de 133%, 122% e 120% (SIiNC, SINC-Ag e
SiNC-DCOIT, respectivamente) na concentragdo de 0,001 mg-Lt em comparagdo com
o controle. SINC na concentragdo de 0,01 e 0,1 mg-L* apresentou umaumento de 130%
para as duas concentracées. Enquanto que SINC, SINC-DCOIT, SINC-Ag e SINC-
DCOIT-Ag na concentracdo de 1 mg-L* apresentou uma diminuicdo de 28,9%, 81,3%,
85,5% e 92,4% no teor de clorofila total. DCOIT e Ag apresentaram uma maior influéncia
no teor de clorofila, reduzindo em 17,3% e 23,2% em comparacdo com 0 controle,
respectivamente a 0,01 mg-L'. O encapsulamento do biocida comprovou ser uma
abordagem inovadora e promissora para o desenvolvimento de tintas anti-incrustantes.

Palavras-chave: Nano-anti-incrustante; DCOIT; Bacillus subtillis, Aspergillus niger,
Chlorella minutissima.



ABSTRACT

Marine biofouling (BI) is a natural process of extreme importance for biodiversity, where
successive growth of organisms occurs on a submerged surface. However, when it
occurs on man-made structures, it causes several socioeconomic and environmental
problems. The main solution for Bl is the application of paints containing anti-fouling
biocides (BANIN) that prevent these organisms from adhering and growing on a surface.
Due to increasingly restrictive environmental laws, companies in the area have been
dedicated to the development of formulations that are less harmful to the environment.
The objective of this work was to characterize nanomaterials (NM) with anti-fouling
properties and to determine their toxicity on microorganisms isolated from the Brazilian
coastal zone. The NM consisting of the organic biocide 4,5-dichloro-2-noctyl-4-
isothiazolin3-one (DCOIT), encapsulated in mesoporous silica nhanocontainers (SINC)
and coated by silver (Ag), were characterized by Transmission Electron Microscopy
(TEM), Energy Dispersive Spectroscopy (EDS or EDX), Dynamic Light Scattering (DLS),
Zeta Potential (PC) and Polydispersion Index (PDI). The toxicity of NMs was determined
from the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Biocidal Concentration
(MBC) on bacteria (Bacillus subtillis, Vibrio aestuarianus, V. parahaemolyticus), fungi
(Penicillium citrinum IB-CLP11, P. sclerotigenum IB-CLP17, Aspergillus niger IB-CLP20
and P. polonicum IB-CLP22) and microalgae (Chlorella minutissima BMAK26a). The NMs
showed stability and size monodispersity as verified by DLS, PDI and P analyses.
Micrographs obtained by TEM revealed spherical shape with diameters of 112, 136, 139
and 133 nm for SINC, SINC-DCOIT, SINC-Ag and SINC-DCOIT-Ag, respectively and
EDS analysis confirmed the presence of the elements present in the samples. The
antimicrobial assay on bacteria and fungi showed that SINC showed antimicrobial action
only for B. subtillis (MIC = 10 mg-L™1). DCOIT was toxic to all species of bacteria and fungi
(MIC =1 mg-L%; MBC < 10 mg-L?) and Ag showing the highest toxicity (MBC <1 mg-L
1). SINC-DCOIT, SiNC-Ag and SiNC-DCOIT-Ag showed antimicrobial action for all
species of bacteria and fungi (MIC = 1 mg-L* and MBC < 10 mg-Lt). Cell density assay
on C. minutissima showed lower toxicity for SINC (EC50 = 2.24 mg-L!), SINC-DCOIT
(EC50 =0.625 mg-L?), SINC-Ag (EC50 = 0.584 mg-L*), when compared to the estimated
values for DCOIT (EC50 = 0.040 mg-L*), Ag (EC50 = 0.021 mg-L™1). Total chlorophyll
analysis showed an increase of 133%, 122% and 120% (SiNC, SINC-Ag and SiNC-
DCOIT, respectively) at the concentration of 0.001 mg-L* compared to the control. SINC
at the concentration of 0.01 and 0.1 mg-L-1 showed an increase of 130% for both
concentrations. While SINC, SINC-DCOIT, SINC-Ag and SINC-DCOIT-Ag at the
concentration of 1 mg-L* showed a decrease of 28.9%, 81.3%, 85.5% and 92.4% in total
chlorophyll content. DCOIT and Ag showed a greater influence on chlorophyll content,
reducing by 17.3% and 23.2% compared to the control, respectively at 0.01 mg-L™.
Encapsulation of the biocide has proven to be an innovative and promising approach for
the development of anti-fouling paints.

Keywords: Nano-antifouling; DCOIT; Bacillus subtillis, Aspergillus niger, Chlorella
minutissima.
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MNMEs - Micro-Nanomateriais Estruturados

NM - Nanomateriais
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OCDE - Organizacao para a Cooperacéo e Desenvolvimento
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PCPA - Pest Control Products Act
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SiNC - Nanocontentores Mesoporosos de Silica
SiOz - Dioxido de Silicio

SiO2NPs - nanoparticulas de dioxido de silicio
Smallmatek - Small Materials and Technologies, Lda
TANIN - Tintas Anti-Incrustantes

TBT — Tributilestanho

TCMTB - Benzotiazol-2-iltio tiocianato de metila
TEOS - Tetraetilortossilicato

TiO2NP - Nanoparticula de Dioxido de Titanio
TPT - Trifenilestanho

TSA - Agar triptona de soja

UFC - Unidades Formadoras de Coldnias
US-EPA - United States Environmental Protection Agency
Uv-Vis — Ultravioleta Visivel

ZnPT - Piritiona de Zinco



1 INTRODUCAO

O ambiente marinho (AM) tem sofrido de forma severa, especialmente na ultima
década, em decorréncia da continua exposi¢cdo a compostos antropogénicos. Neste
contexto, agdes relacionadas ao monitoramento ambiental, intrinsecamente associada a
preservacao da biodiversidade, sdo iminentes (Machado et al., 2020). Dentre os diversos
organismos que compdem o AM, o0s microrganismos desempenham um papel
fundamental associado a sua funcéo ecoldgica (Sen et al., 2021; Hermoso et al., 2021).
Também, sdo reconhecidamente considerados como um dos principais agentes no
processo de bioincrustacéo (Luo et al., 2017).

A bioincrustacao (Bl) é definida como a colonizagdo em qualquer superficie solida,
viva ou morta, natural ou artificial, por microrganismos e, sequencialmente, por
macrorganismos (Hayek et al., 2021). Este processo se inicia com a adsor¢do de
diversos nutrientes e matéria organica presente no ambiente a uma superficie. O biofilme
formado viabiliza o crescimento de organismos maiores, que se aderem de forma
sucessiva a superficie (Chen et al., 2021). Muito embora a Bl seja importante para o
desenvolvimento da cadeia tréfica, contribuindo para a biodiversidade e produtividade
bioldgica local (Hayek et al., 2021; Farkas et al., 2021), guando esse processo ocorre em
estruturas construidas pelo homem, os organismos incrustantes ndo s6 colocam em
perigo o desenvolvimento da economia marinha, mas também, dificultam a exploracao
humana do oceano (Gu et al., 2020).

Séculos atras, metais pesados, como cobre, chumbo, arsénico e mercario eram
utilizados como anti-incrustantes (ANTIN) em cascos de navios. Com o passar do tempo,
esses ANTIN foram proibidos devido aos riscos que apresentam ao meio ambiente, com
excecao do cobre, que ainda é permitido. Desde a década de 1950, um potente biocida
de amplo espectro, tributilestanho (TBT), foi incorporado a vérias formulacdes de
revestimento para cascos de navios (Szeto et al., 2020). Contudo, na década de 1970,
na Franca, foram investigados os efeitos toéxicos do TBT liberado dos revestimentos de
ANTIN. A extrema toxicidade do TBT foi observada em muitos organismos aquaticos,
para além daqueles que estédo diretamente associados ao fendbmeno da BI. Devido a esta
deteccdo nociva ao ambiente supracitado, muitos paises restringiram a sua utilizagéao.
Com base nas recomendacdes da Convencéao Internacional a respeito do Controle de
Sistemas Anti-incrustantes Nocivos para Navios realizada no ano de 2001, o uso de TBT

foi proibido a partir de setembro do ano de 2008. Em decorréncia deste fato, os
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fabricantes de revestimentos ANTIN restringiram de suas formulagdes o estanho (Han et
al., 2021). Como alternativa ao TBT, o biocida, diclorometilisotiazolinona (DCOIT, Sea-
Nine 211), aprovado em 1994 pelos Estados Unidos e em 2014 pela Unido Europeia,
ganhou espaco, uma vez que, apresenta uma rapida degradacdo e menores danos ao
meio ambiente (Jesus et al., 2021). Toxicologicamente, o DCOIT demonstra elevada
atividade antimicrobiana, sobretudo com relacdo a bactérias e fungos (Castro et al.,
2011). Este biocida também foi referenciado como um agente que causa distlrbios em
enzimas de neurotransmissao, citotoxicidade, estresse oxidativo dentre outros aspectos
negativos. Jesus et al. (2021) e Su et al. (2018) reforcam a necessidade de maiores
estudos relacionados a toxicidade e impactos ambientais do DCOIT, previamente a sua
comercializagao.

Neste contexto, diante da necessidade crescente de se desenvolver estratégias
inovadoras para prevenir a deterioracdo das estruturas marinhas e, que ao mesmo
tempo, ndo sejam agressivas ao meio ambiente, os revestimentos a base de
nanomateriais tém sido descritos como uma possivel alternativa. Estratégias que utilizam
0 encapsulamento e imobilizacdo de compostos ativos ANTIN em nanocontentores
"Iinteligentes” estdo em expansdo. Os nanocontentores "inteligentes" sado materiais
nanoestruturados que liberam os compostos ativos de forma controlada, evitam o contato
entre as espécies ativas e a matriz de revestimento e fornecem uma barreira de protecao
do composto ativo para o meio ambiente (Avelelas et al., 2017; Miller et al., 2020).
Estudos sobre uma nova formulagédo de DCOIT incorporado em nanocontetadores de
silica com revestimento de prata foram realizados por Jesus et al. (2021), Santos et al.
(2020) e Figueiredo et al. (2020) sinalizando a eficiéncia desses materiais como ANTIN,
uma vez que, a sua exposicdo a organismos como, crustaceos e microcrustaceos,
apresentaram uma menor toxicidade em comparacao aos biocidas equivalentes, DCOIT
e Ag, respectivamente.

Diante do exposto, no presente estudo, foi realizada a caracterizacédo e avaliada
a acao antimicrobiana de uma nova geracdo do agente anti-incrustante DCOIT,

encapsulado em nanocontentores de silica (SINC) e revestidos com prata (Ag).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Bioincrustacao

O oceano abrange cerca de 70% da superficie terrestre sendo o principal meio
aguaviario do transporte de cargas mundial. Deste modo, € inegavel e imprescindivel
destacar a sua importancia do ponto de vista econémico de diversos setores industriais.
A industria de transporte maritimo € fortemente afetada pela Bl, uma vez que, esta
associada a reducado do desempenho dos navios. Existem mais de 4000 espécies
presentes nos oceanos que podem contaminar a superficie submersa dos cascos,
colocando em risco a biodiversidade (Farkas et al., 2021).

A Bl é um fendmeno no qual diferentes organismos colonizam de maneira
acelerada estruturas naturais e sintéticas submersas em um ambiente aquético. Existem
dois grupos principais, composto por diversos organismos incrustantes. Com base em
seu tamanho, esses grupos sao classificados em microrganismos e macrorganismos. Os
organismos incrustantes passam por quatro estagios principais de progressao: adsorcao,

consolidag&o, microincrustagédo e macroincrustagao (Fig. 1) (Abioye et al., 2019).

Figura 1. Processo de crescimento de diferentes organismos marinhos bioincrustantes.
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Proteinas e Polissacarideos  Biofilme Diatomaceas, larvas  Algas e invertebrados
Segundos, minutos Minutos, horas Horas, dias Dias, meses

Fonte: Adaptado de Li e Ning (2019).

A primeira etapa da Bl ocorre com a formacdo de uma pelicula na superficie
submersa em decorréncia da aglomeracdo de moléculas organicas, como
polissacarideos, proteinas, proteoglicanos e moléculas inorganicas. Apés a aglomeracao
das moléculas organicas e inorganicas, inicia-se a segunda etapa que consiste na
formacdo de um biofilme microbiano que contém principalmente bactérias,

cianobactérias, dinoflagelados, fungos e protozoarios. O biofime é uma camada
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microbiana que coloniza substratos naturais ou artificiais. Estas camadas microbianas
apresentam diversos niveis de complexidade estrutural e funcional. Tais camadas sao
controladas por processos fisicos, quimicos e bioldgicos, incluindo interacdes com
topografia, ambientais, ciclagem de nutrientes e matéria organica e fotossintese, que
afetam diretamente o funcionamento do ecossistema (Caruso et al., 2020). A terceira
etapa é caracterizada pela adesédo de organismos maiores como diatomaceas, cracas,
larvas e esporos de macroalgas. A quarta e Ultima etapa consiste na colonizacao e
desenvolvimento de espécies marinhas maiores de invertebrados como poliquetas,
cracas, mexilhdes e algas (Agostini et al., 2020).

Ainda que a Bl seja um processo natural, quando associada a estruturas
produzidas pelo homem, pode causar severos impactos econdmicos, principalmente
associados a industria naval (Pradhan et al., 2018). De acordo com Abioye et al. (2019),
em decorréncia de fatores associados a este fenbmeno, existe uma perda econémica
anual de 200 bilhdes de euros. A Bl pode desencadear entupimento de tubulagdes,
aumentando o peso da embarcacdo e, consequentemente, afetar a superficie dos
cascos, deixando-os irregulares, rugosos e corroidos, elevando o atrito e, por
consequéncia, a reducdo de sua velocidade. Além disso, 0 aumento do gasto do
combustivel amplia as emissdes de COg2, influenciando diretamente no efeito estufa
(Abioye et al., 2019). Em adicdo, as camadas de biofilme podem também abrigar e
facilitar o crescimento de microrganismos patogénicos afetando a salde publica (Joyce
et al., 2019).

Segundo Ygit et al. (2019), a Bl gera diversos impactos econémicos devido ao
crescimento sucessivo das espécies que se aderem aos cascos das embarcacoes e,
também, na agua de lastro também gera impactos ambientais, contribuindo para a
introducdo de espécies invasoras, que podem competir e/ou extinguirem espécies
nativas, alterando a cadeia alimentar e reduzindo a biodiversidade do ecossistema. A
consequéncia desse impacto, também pode envolver a reducdo das populacdes de
espécies de interesse comercial gerando um impacto social para as comunidades que
dependem financeiramente desses organismos. Assim, esfor¢os para prevenir a Bl sdo

altamente benéficos para economia e meio ambiente.

19



2.1.1 Biofilme

A formacdo do biofilme é composta por quatro etapas, inicialmente ocorre o
transporte de bactérias para a superficie (Fig. 2a), devido a fatores associados a
gravidade, dinamica de fluidos e mobilidade celular (Flemming et al., 2020).
Sequencialmente, ocorre a adesao reversivel. Nesta etapa (Fig. 2b), diferentes fatores
fisico-quimicos como rugosidade, hidrofobicidade/hidrofilicidade, porosidade e topologia
dos poros da superficie sdo responsaveis pela aderéncia das células bacterianas a uma
superficie. Assim como, a presenca de flagelos, pelos, fimbrias e glicocalice afetam
significativamente o grau de adesdo, uma vez que, estes apéndices auxiliam as células
a permanecerem fixas mesmo quando atuam forcas repulsivas (Mahamuni-Badiger et
al., 2020). A terceira etapa (Fig. 2c) consiste na adesdao irreversivel, onde as bactérias
interagem com o filme primario e, em minutos, ocorre a fixagdo permanente das células
por conta de compostos adesivos como substancias poliméricas extracelulares (EPS)
presentes no meio. Na ultima etapa, o crescimento dessas células supracitadas chega
ao ponto de maturacdo. A maturacao ocorre devido a presenca de nutrientes no biofilme
e proporciona 0 assentamento e o crescimento de invertebrados e algas (Fig. 2d)
(Antunes et al., 2018; Amara et al., 2018).

Figura 2. Modelo esquematico das etapas da formagéo de biofilme microbiano presente na bioincrustacao.

- - te re

a. b. c.
Transporte de bactérias  Adesao reversivel Adesao irreversivel Maturacgao

Fonte: Adaptado de Amara et al. (2018)
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2.2 Nanomateriais

O desenvolvimento da nanotecnologia levou a um enorme investimento na
producdo de nanomateriais (NM). Os nanomateriais sdo materiais que exibem pelo
menos uma Unica entidade morfoldégica, como dimensdo arquitetbnica, tamanho
granular, dimenséo de particulas e assim por diante, em nanoescala ou abaixo de 100
nm (Idumah et al., 2020). Quando o tamanho de um material € reduzido para a faixa
nanométrica, as propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas do material mudam e se
tornam totalmente diferentes das propriedades de seus atomos individuais, moléculas ou
materiais em larga escala. Isso ocorre, pois ha uma modificacdo na superficie do
material, a superficie modificada € uma ferramenta poderosa que aprimora as
propriedades do material ao transmitir os grupos funcionais desejados em sua superficie
sem comprometer as propriedades em massa (Mathew et al., 2019; Jawed et al., 2020).

No inicio do ano 2000, a primeira geracdo de NM foi amplamente utilizada na
forma de nanoestruturas passivas (funcdo estacionaria). As nanoestruturas passivas
incluem revestimentos nanoestruturados, dispersdo de nanoparticulas, superficies
nanopadronizadas, engenharia de ultraprecisdo, materiais bulk (metais
nanoestruturados, polimeros e ceramicas). Estes materiais nanoestruturados tém
estruturas estacionarias ou quase-estacionarias e funcdes associadas ao
comportamento mecanico ou reatividade quimica. A segunda geracao destes materiais
foi iniciada no ano de 2005, sendo classificadas como nanoestruturas ativas. As
nanoestruturas ativas possuem funcdes que evoluem, isto €, mudam o seu estado
durante sua operacao (Lai et al., 2018).

A introducéo de novas tecnologias atreladas a nanotecnologia promoveu a partir
do ano de 2010, o desenvolvimento da terceira geracédo de NM. Esta geracdo se destaca
pelo desenvolvimento de sistemas de nanosistemas, uso em varias sinteses e técnicas
de montagem, tais como: biomontagem, redes em nanoescala, em multiescala e em
arquiteturas hierarquicas, roboética em superficies, nanosistemas modulares, processos
guimiomecanicos de montagem molecular, sistemas em nanoescala baseados em
guantica. A quarta geracdo iniciada no ano de 2015 foi impulsionada por envolver
nanosistemas moleculares heterogéneos, onde cada molécula no nanosistema tem uma
estrutura especifica e um papel diferente. Moléculas poderiam ser usadas como
dispositivos e fundamentalmente novas funcdes poderiam emergir destas estruturas e

arquiteturas engenheiradas. Tal situagéo se aproximaria do modo de funcionamento dos
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sistemas biolégicos, mas na comparacao com eles: sdo a base de agua, processam a
informacdo de forma relativamente lenta, e tém mudltiplas escalas hierarquicas.
Atualmente nesta geragcao, os NM sao produzidos para a interacdo direta com sistemas
biolégicos (Lai et al., 2018).

Os NM podem ser produzidos a partir do método bottom-up ou top-down. O
método bottom-up consiste em construir estruturas atomo a atomo ou molécula por
molécula. No método top-down, a produ¢édo do NM € iniciada por processos de trituracao
€ moagem, ou seja, macroscopica e segue uma sequéncia de processos até atingir a
escala desejada. As sinteses dos NM podem ter origem em fontes naturais e
antropogénicas, incluindo metabolismos microbianos, fontes hidrotermais e poeira
vulcanica. Os micro-nanomateriais estruturados (MNMES) de fontes antropogénicas séao
projetados com caracteristicas aprimoradas, que incluem propriedades épticas, térmicas
e elétricas, condutividade, solubilidade e reatividade. Portanto, em comparacdo com as
formas naturais, esses materiais tém interacdes distintas com constituintes biéticos e
abidticos do ambiente. Essas propriedades exclusivas dos MNMEs resultam em
aplicac6es amplamente difundidas em produtos comerciais e trazem beneficios para
varios setores industriais, como alimentos, cosméticos, pesticidas e produtos
farmacéuticos (El-saied et al., 2020).

Novos NM ANTIN foram desenvolvidos recentemente usando nanocontentores
mesoporosos de silica (SINC) para encapsular o biocida DCOIT, sendo posteriormente
revestidos de um agente antimicrobiano, normalmente a Ag. Os SINC possuem um
ndcleo vazio e uma concha com mesoporosidade gradual que confere capacidade de
carga significativa e permite a liberacdo prolongada e estimulada do biocida, como pH,
proporcionando uma carga ambiental segura do biocida, juntamente com o
direcionamento  especifico. Estes nanocontentores também possuem boa
biocompatibilidade, elevada capacidade de carregamento, versatilidade em se fixar a
ligantes alvo, ampliando assim, o reconhecimento celular especifico. Em acréscimo, a
sua porosidade pode ser ajustavel e bem definida, tornando estes MNMEs adequados
para entrega de drogas (Vazquez et al., 2017). Quando utilizado como aditivo de
revestimento, a vida util do biocida € ampliada e o teor percentual do ingrediente ativo
principal no revestimento também é bastante reduzido. A empresa Small Materials and
Technologies, Lda (Smallmatek), situada em Aveiro, Portugal, tem desenvolvido e
produzido nos ultimos anos nanomateriais de engenharia funcionalizados, incluindo os

utilizados no presente estudo. De acordo com Santos et al. (2020) e Eivazzadeh-Keihan
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et al. (2020) a insercéo destes compostos em revestimentos de protecao para aplicacdes
maritimas é promissora.

E imprescindivel destacar, que para aplicacbes maritimas este tipo de compostos
incorporados aos revestimentos sejam estaveis e apresentem acdo antimicrobiana,
impedindo assim, a formacao do biofilme. A aplicacdo de revestimentos anti-incrustantes
eficientes pode gerar uma economia de milhdes de ddélares no custo das operacdes de
manutencdo, ou mesmo prevenir danos aos ecossistemas. Os revestimentos anti-
incrustantes frequentemente incluem biocidas para prevenir 0 crescimento de
microrganismos indesejados, como bactérias, cianobactérias, fungos, protozoarios e
microalgas, e macroincrustantes, como briozoarios, macroalgas, vermes tubulares e
mexilhdes (Jesus et al., 2021).

O mercado de NM pode chegar a US $100 bilhdes em 2025 (Allan et al., 2021). A
producdo de NM é uma area de inovacéo de produtos que esta se desenvolvendo mais
rapidamente do que as estruturas regulatorias. Os MNMEs podem sofrer alteracfes
durante sua fabricacdo, uso e subsequente, entrada e passagem pelo ambiente. Estas
alteracbes podem afetar suas formas quimicas e fisicas, reatividade, mobilidade
potencial, detectabilidade e toxicidade (Kralova e Jampilek, 2021). Devido ao incremento
da utilizacdo desses MNMEs, os mesmos sao considerados nos dias atuais
contaminantes emergentes. Gutner-Hoch et al. (2019) refor¢ca que é imprescindivel a
uma alargada avaliagdo da toxicidade de micro e nanomateriais previamente a sua
insercao no mercado e, consequentemente, exposi¢cdo ao meio ambiente.

A interacdo de compostos antropogénicos com a microbiodiversidade marinha
(bactérias, fungos, microalgas) € considerada a primeira etapa da incorporacdo de
poluentes na cadeia tréfica. As formas como os MNMEs atuam na microbiodiversidade
marinha ainda sdo pouco conhecidas e variam de acordo com a espécie de estudo e as
caracteristicas dos NM (Allan et al., 2021). Os efeitos dos MNMEs sao estudados
utilizando diversos organismos (Tab. 1), sendo que, para ecossistemas de agua doce e
marinho, as algas sdo os representantes mais comuns, devido ao seu valor ecoldgico

gue constitui a base das cadeias troficas (Arze et al., 2020).
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Tabela 1. Toxicidade expressa em Concentrag¢do inibitéria minima (CIM), concentrag&o biocida minima
(CBM), concentracéo de efeito mais baixa observada (LOEC) e concentragéo efetiva mediana (ECso) para
espécies que constituem o biofilme expostas a nanomateriais.

Organismos Espécies Nanomateriais Tamanho TOX'C'dide Referéncias
(nm) (mg-L™)
. . CIM 15,6 Erjaee et al.
Bacillus subtilis AgNP 24,2 CBM 31,2 (2017)
Vibrio CiM 6,8 Rajesh et al.
parahaemolyticus AgNP 30-60 CBM 27,3 (2020)
o . Ahmad et al.
Escherichia coli AgNP 15-20 CIM 25 (2017)
Bactérias SINC 100-150 ECs017,1
SiNC-DCOIT 100-150 ECs02,51 L
Lo . Figueiredo et al.
Vibrio fisheri (2019)
SiNC-Ag 100-150 ECs01,14
SINC-DCOIT-Ag 100-150 ECso 0,646
Pennicilium Neethu et.al.
expansum AgNP 15-220 ECs02 (2018)
Fungos ’?Sp‘?rg'"us AgNP 20,56 CIM 1 Xue et al. (2016)
umigatus
Aspergillus flavus AgNP 20,56 CIM 2 Xue et al. (2016)
; Singh et. al.
Aspergillus sp. AgNP 15,5 CIM 1-2 (2014)
. . Johari et al.
Dunaliella salina AgNP 12,65 ECs00,480 (2018)
Thalassiosira Burchardt et al.
pseudonana AgNP # tamanhos LOEC 0,16 (2012)
SiNC 100-150 ECs0 2,03
Microalgas
Phaeodactylum SINC-DCOIT 100-150 ECs0 0,036 Figueiredo et al.
tricornutum SINC-Ag 100-150 ECso 2,87 (2019)
SiNC-DCOIT-Ag 100-150 ECs00,012
. e . Gil-Allué et al.
Perifiton Perifiton misto AgNP 35 ECs0 3,73 (2015)
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2.3 Anti-incrustantes

Os anti-incrustantes (ANTIN) s&o biocidas incorporados na composic¢ao das tintas
anti-incrustantes (TANIN), cuja principal fungcdo € impedir o crescimento de
microrganismos que aderem as superficies submersas. De acordo com a cronologia
referente a utilizacdo de TANIN (Fig.3), folhas de chumbo e cobre sdo descritas como os
primeiros materiais ANTIN utilizados em embarcacdes. Com o aparecimento de novas
tecnologias e legislacdes mais restritivas, os biocidas utilizados foram substituidos
(Konstantinou et al., 2004; Amara et al., 2018).

Figura 3. Linha do tempo com acontecimentos relevantes da historia das tintas anti-incrustantes.

1500-300 AC 1800-1900 Década de 1960 2001 2008 Atualmente
¢ * * ¢ ¢ *
12 Geragéo Utilizagéo de 22 Geragéao OoMI - “Convengéo 32 Gerag&o
TANIN metais pesados TANIN “Convengdo AFS” AFS” entrouem TANIN e novas
para eliminar TBT vigor tecnologias

(Adaptado de Amara et al., 2018).

A primeira geracdo de TANIN apresentava em sua composi¢cao oxidos de zinco
(ZnO) e cobre (CuO). A durabilidade destas tintas foi estimada em tempo inferior a um
ano. Muito embora apresentassem acao ANTIN para a maioria dos organismos, foi
reportada a resisténcia de algumas espécies de algas. Em meados da década de 1960,
uma segunda geracdo de TANIN com formulacdes contendo biocidas organoestanico,
principalmente o tributilestanho (TBT) e o trifenilestanho (TPT), foram vastamente
exploradas devido a eficiente acdo ANTIN e elevada durabilidade. Contudo, a utilizagc&o
desses compostos, também apresentou elevada toxicidade para espécies nao alvo.
Diante desta problematica, a Organizacdo Maritima Internacional (OMI) prop6s no ano
de 2001 banimento mundial dos biocidas organoestanicos (Abreu, 2016).

Devido as limitacbes impostas pela OMI, o interesse industrial para o
desenvolvimento de tintas utilizando biocidas de terceira geragao foi ampliado. Os
biocidas que fazem parte da formulacdo das TANIN de terceira geracdo pertencem ao
grupo de compostos organicos e organometalicos. Os principais compostos séo o Irgarol
1051, Diuron, DCOIT, Benzotiazol-2-iltio tiocianato de metila (TCMTB). Os biocidas
DCOIT, Piritiona de cobre (CuPT) e Piritiona de zinco (ZnPT) s&o frequentemente

incorporados as TANIN (Tab. 2). Estes biocidas apresentam um tempo de degradacao
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mais rapido que os biocidas convencionais e se comportam de forma eficiente quando

encapsulados em nanomateriais (Avelelas et al., 2017).

Tabela 2. Toxicidade expressa em concentracdo efetiva mediana (ECso) para espécies presentes no
fitoplancton que constituem o biofilme expostas a biocidas utilizados na TANIN.

. Anti- Espécies Exposicao TOXiCidide Referéncias
incrustante (mg L)
Irgarol Vibrio fisheri ECso (15min) 50,8 Férnandez-Alba et al. (2002)
1ot Chroococcus minor ECso (96h) 0,008 Zhang et al. (2008)
Dunaliella tertiolecta ECso (24h) 0,001 Gatidou e Thomaidis (2007)
Varias espécies ECso(72h) 0,441 Nystrom et al. (2002)
Diuron Synechococcus sp. ECs0(96h) 0,110 Bao et al. 2011)
Raphidocelis subcapita ECso (72h) 0,001 Mezcua et al. (2002)
Pyrocystis ltnula ECso (24h) 19 Bao et al. (2011)
Pyrocystis lunula ECso (24h) 19 Stauver et al. (2008)
ZnPT Synechococcus sp. ECso (96h) 0,022 Bao et al. (2011)
Tetraselmis chuii ECso (96h) 0,280 Avelelas et al. (2017)
Pyrocystis linula ECso (24h) 0,0004 Bao et al. (2011)
CuPT Synechococcus sp. ECs0(96h) 0,022 Bao et al. (2011)
Tetraselmis chuii ECs0(96h) 0,300 Avelelas et al. (2017)
Pyrocystis lUnula ECso (24h) 0,023 Bao et al. (2011)
TBT Vibrio fisheri ECso (15min) 0,011 Férnandez-Alba et al. (2002)
Scenedesmus vacuolatus ECso (24h) 0,01475 Arrhenius et al. (2006)

Skeletonema marinoi ECso (96h) 0,00355

Xie et al. (2011)
Asterionella japbnica ECs0 (96h) 0,00315

O DCOIT é amplamente utilizado em aplicagcbes marinhas como alternativa ao
TBT (Amara et al., 2018). Quando comparado ao TBT, apresenta melhor comportamento
ambiental. Este biocida é facilmente biodegradado, possuindo um tempo de meia-vida
no ambiente marinho compreendido entre 1 a 3 dias. Na ultima década, muitos estudos
destacam que o DCOIT (Tab. 3) apresenta efeitos toxicos nos organismos marinhos
(Aidarova et al., 2018). Su et al. (2018), reforcam a necessidade de estudos
complementares associados a toxicidade e, consequentemente, potenciais impactos

ambientais.

26



Tabela 3. Toxicidade expressa em concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracéo efetiva mediana
(ECso) para espécies que constituem o biofilme expostas ao biocida DCOIT.

Organismos Espécies Exposicao T?:q'g'ﬂﬁt)je Referéncias
Bactérias
Bacillus subtillis CIM (24 h) 21,2
Erjaee et al. (2017)
E. coli CIM (24 h) 15,6
Do . . Georgantzopoulou et al.
Vibrio fischeri ECs0 (30 min) 0,600 (2012)
Vibrio fischeri ECso (15 min) 0,464 Rosen et al. (2008)
Fungos
g Aspergillus flavus CIM (120 h) 70
Ismaiel e Tharwat (2014)
Penicillium vulpinum CIM (120 h) 60
Penicillium cirinum Cim 0,8
Chen et al. (2018)
. . CIM
Aspergillus niger 0,4
Fitoplancton ] .
Isochrysis galbana ECs0(48 h) 0,081 Wilson e Freeburg (1980)
Phaeodactylum L
tricornutum ECs0(72 h) 0,070 Figueiredo et al. (2017)
Dunaliella salina ECs0(72 h) 0,218 Johari et al. (2018)
Pseudokirchneriella
subcapitata ECs0 (48 h) 0,0011 Angel et al. (2013)
Ceratocory shorrida ECso (24 h) 0,008
Pyrocystis
pseudonoctiluca ECs0(24 h) 0,038 Rosen et al. (2008)
Lingulodinium polyedrum ECs0(24 h) 0,006
Gymnodinium splendens ECs0(48 h) 0,021 Wilson e Freeburg (1980)

Gutner-Hoch et al. (2019) destacam que a liberacdo controlada de biocidas
mediada por MNMEs € promissora. Segundo os autores, os MNMEs utilizados para o
encapsulamento ou imobilizacdo nao apresentam toxicidade, sendo uma alternativa
inovadora na reducdo de possiveis impactos ambientais. Além disso, apresentam
beneficios em termos de estabilidade e durabilidade dos revestimentos ANTIN. Os
MNMEs incluem principalmente, hidroxidos de camada dupla, SINC e microcapsulas de
poliuréia.

Os MNMEs podem ser revestidos por diversos materiais, incluindo a Ag. O uso

multifacetado da Ag com varias aplicacdes comerciais € antigo. A prata atualmente &
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comumente utilizada em escala nanométrica, sendo incorporada a dispositivos médicos,
impregnada em implantes poliméricos, equipamentos esportivos, dentre outras
aplicacbes (Mohanta et al., 2020; Erjaee et al., 2017). A sua principal funcdo esta
associada a acdo antimicrobiana e, por consequéncia, elevada acado inibitéria na
formacdo de biofilmes (Tab.4). Neste sentido e diante da necessidade crescente de
mercado naval, a Ag € amplamente explorada nas formula¢cées de TANIN (Abreu, 2016).

Tabela 4. Toxicidade expressa em concentracao inibitéria minima (CIM) e concentracdo efetiva mediana
(ECso) para espécies que constituem o biofilme expostas ao biocida Ag.

Organismos Espécies Exposicao T%ﬂg'gﬁge Referéncias
Bactérias i i
Vibrio fischeri ECso (15 min) 0,012 Fernandez-Alba et al. (2002)
ECso (30 min) 0,299 Figueiredo et al. (2019)
Pseudomonas atlantica CIM 0,1 o
Jacobson e Willingham
» (2000)
Pseudomonas nautica CIM 0,1
Fitoplancton
P Phaeodactylum ECso (72 h) 0,004 Figueiredo et al. (2017)
tricornutum
Selenastrum ECso (72 h) 0,003  Fernandez-Alba et al. (2002)
capricornotum
Emiliania huxleyi ECs0(72 h) 0,0004 Devilla et al. (2005)
Perifiton ) ) )
Perifiton misto ECs0(72 h) 0,026 Arrhenius et al. (2006)
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2.4 Legislacao
2.4.1 Biocidas anti-incrustantes

A legislacao para biocidas anti-incrustantes (BANIN) foi elaborada com o objetivo
de controlar a comercializacdo e utilizacdo destes produtos de forma indiscriminada,
permitindo assim, uma maior protecao do meio ambiente (Thomas e Brooks, 2010).

Estudos realizados na baia da Franca no ano de 1982, constataram efeitos toxicos
de compostos organicos de estanho, como o TBT, em ecossistemas marinhos (Alzieu,
1991). Baseado nos resultados, no ano de 1988, a Organiza¢gdo Maritima Internacional
(OMI) em parceria com o Comité de Protecdo do Meio Ambiente Marinho (MEPC),
avaliou o efeito dos biocidas de compostos organicos de estanho utilizados nas
formulacdes das TANIN. Posteriormente, em 1999 a OMI adotou a Resolugéo A.895(21),
restringindo o uso desses compostos principalmente em embarcacdes de pequeno porte
(Price e Readman, 2013).

Em 2001, a OMI estabeleceu uma convencao internacional que entrou em vigor
em setembro de 2008, proibindo o uso desses compostos em TANIN. No Brasil, a
Marinha do Brasil suspendeu o uso de tintas antivegetativas a base de TBT em seus
navios em 2003 e, em 2007, aplicou uma regulamentacao, a NORMAM 23, para restringir
0 uso de compostos organoestanicos em todos 0s sistemas antivegetativos de todas as
embarcacdes brasileiras registradas de pequenas embarcacdes de lazer a navios (Toste
et al., 2011).

Contudo, somente no ano de 2010, o TBT foi definitivamente banido, conforme o
Decreto Legislativo N° 797. Mesmo antes da aprovacdo do decreto, em 2008, alguns
paises da Unido Europeia e o Japao adotaram regulamentacdes propondo um sistema
de pintura ANTIN livre de TBT (Abreu, 2016). Em 2002 o Brasil assinou a Convencéo
Anti-Fouling System (AFS) estando ainda sujeita a ratificagdo pelo Congresso Nacional.
Em 2007 no Brasil a regulamentacdo NORMAM-23/DPC realizada pela Marinha do Brasil
e Diretoria de Portos e Costas foi adotada no pais onde estabelece procedimentos sobre
o controle do uso de sistemas ANTIN danosos ao meio ambiente marinho ou a saude
humana. A Convencao AFS foi aprovada em 2010 e em apenas 2014 entrou em decreto
com o DEC N° 8.345 foi introduzido no Brasil onde aborda trata sobre a convencao OMI
para sistemas anti-incrustantes (OMI, 2014; Pereira e Ankjaergaard, 2009; Abreu, 2016).

Alguns paises possuem o seu proprio sistema de aplicacéo especifica a produtos

ANTIN, onde alguns incorporam um esquema de registro, enquanto outros usam apenas
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um esquema de notificacdo. Na Europa a legislacdo de ANTIN pode ser aplicada pela
Diretiva de Produtos Biocidas (BPD), onde os estados membros da Unido Européia
podem incorporar as regulamentacées. Nos Estados Unidos da América (EUA), as
TANIN séo controladas pela Lei Federal de Inseticidas, Fungicidas e Rodenticidas, sendo
a aprovacao desses compostos concedida pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos (US-EPA). Da mesma forma que nos EUA, no Canada os biocidas séo
classificados como pesticidas antimicrobianos, séo regulamentadas pela Lei de Produtos
de Controle de Pragas (PCPA), que é administrado pela Health Canada’s Pest
Management Agéncia Reguladora (PMRA) e, também, precisam ser aprovadas antes de
vendidas e aplicadas (Pereira e Ankjaergaard, 2009; Abreu, 2016).

Na oceania, a Australia considera as TANIN como produtos quimicos agricolas, a
fabricacdo, o fornecimento e a venda de tintas anti-incrustantes sao regulamentados por
meio de a Lei do Cdodigo de Quimicos Agricolas e Veterinarios de 1994 (o cddigo Agvet)
gue é administrado pela Australian Pesticides e Autoridade de Medicamentos
Veterinarios (APVMA). Na Nova Zelandia as TANIN foram registradas e aprovadas pela
Lei de Substancias Perigosas e Novos Organismos 1996 (Lei HSNO). A Autoridade de
Gestdo de Risco Ambiental da Nova Zelandia (ERMA) avalia e aprova substancias
perigosas sob a Lei HSNO e coloca controles ou condicBes sobre a substancia para
gerenciar seu risco para o meio ambiente (ACVM Act) (Pereira e Ankjaergaard, 2009).

Na Asia, o Japdo desenvolveu a Associacdo dos Fabricantes de Tintas (JPMA)
que introduziu um sistema autorregulatério de gerenciamento para fornecer informacgées
de conformidade relacionadas a Convencdo OMI e informacfes relacionadas aos
armadores, operadores de navios, governo autoridades responsaveis e outros 6rgaos
relacionados, examinando tintas fabricadas e distribuidas por membros regulares da
JPMA, membros apoiantes ou empresas ndo associadas. Em Hong Kong, China as
TANIN séo consideradas pesticidas e sdo controladas pelo Regulamento de Pesticidas
Cap. 133, que € administrado pelo Departamento de Agricultura, Pesca e Conservacao
gue propde que o produto anti-incrustante importado, fornecido e vendido para uso em
Hong Kong deve obter um registro especifico. As legislacdes que tratam especificamente
do marketing e do uso de TANIN é o ponto principal para os 6rgaos reguladores que
trabalham com esta classe de produtos. Ha a necessidade de que as regulamentacdes
acompanhem as revolugcdes tecnologicas desses produtos (Pereira e Ankjaergaard,
20009).
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2.4.2 Nanomateriais

A producdo de MNMEs tem evoluido exponencialmente, entretanto, as agéncias
reguladoras mundiais ainda esbarram em diversos aspectos associados as definicdes
dos materiais que compdem esta classe, protecao a saude publica e ao meio ambiente.

No Brasil, no ano de 2011, a Agéncia brasileira de desenvolvimento industrial
(ABDI) desenvolveu o estudo intitulado “Nanotecnologias: subsidios para a problematica
dos riscos e regulagdo”, cujo objetivo foi disponibilizar informagdes consolidadas a
pesquisadores, empresarios e entidades que lidam com o assunto, no que diz respeito
aos riscos da nanotecnologia e suas implicacdes sobre as questdes regulatorias (ABDI,
2011). O Projeto de Lei n° 6741, que entrou em vigor no ano de 2013, dispbs sobre a
politica nacional associada ao uso da nanotecnologia no pais.

Em 2014, o Comité Interno de Nanotecnologia da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), instituiu a Portaria N° 1.358, com a finalidade de coordenar as ac6es
institucionais na area da nanotecnologia julgadas prioritarias. Em geral, essa norma
obriga o registro a informar sobre a natureza nanotecnolégica dos produtos e processos
sujeitos a vigilancia sanitaria, monitorar e regulamentar todo o uso de nanomateriais e
todos os processos e partes que o envolvem (ANVISA, 2014).

No ano de 2019, foi aprovado o Projeto de Lei n° 880 que dispds estimulos ao
desenvolvimento cientifico, a pesquisa, a capacitacao cientifica e tecnolégica e a
inovacdo nanotecnolégica. No mesmo ano, a Portaria n° 3.459 foi introduzida para
instituir a Iniciativa Brasileira de Nanotecnologia (IBN), como politica nacional para o
desenvolvimento da nanotecnologia, com intuito de criar, integrar e fortalecer acbes
governamentais na area, com foco na promocéo da inovacao na industria brasileira e no
desenvolvimento econémico e social.

Os sistemas regulamentorios de aplicacédo e utilizacdo de NM s&o especificos para
cada pais. A Food and Drug Administration (FDA) € a agéncia responsavel pela
promocao da saude publica que controla e supervisiona a aplicacdo de NMs nos EUA.
Na Unido Europeia a European Chemicals Agency (ECHA) é a agéncia responséavel pela
regulamentagdo de NM e que visa gerir 0S aspectos técnicos, cientificos e

regulamentativos de todos os produtos quimicos (ABDI, 2011).
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2.5 Microrganismos testes

2.5.1 Bactérias

O género Bacillus é constituido por bactérias Gram-positivas em forma de
bastonetes. As bactérias deste género podem formar biofilme e, também, produzir
metabolitos de importancia industrial. Bacillus subtilis é uma das principais
representantes desse género. Esta bactéria € muito utilizada como modelo de estudo,
uma vez gue nado é patogénica e, também, é de facil cultivo (Lee et al., 2021; Guo et al.,
2021).

As bactérias do género Vibrio sdo Gram-negativas em forma de bastonetes curvos
com flagelo. As espécies mais comuns séo as Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus
e Vibrio aestuarianus. Estas espécies sdo conhecidas por estarem associadas a doencas
infecciosas e gastroenterite. A V. parahaemolyticus e V. aestuarianus, estdo presentes
em agua doce e salgada, sdo aerobias facultativas, oxidativas positivas e ndo produzem
esporos. Sao também conhecidas por serem patogénicas oportunistas (Xu et al., 2018;
Nguyen et al., 2021).

As bactérias pertencentes aos géneros Bacillus e Vibrio foram isoladas de
amostras de sedimentos coletados em diferentes pontos do Estuario de Santos (Fig. 4).
As amostras foram processadas pelo Laboratério de Microbiologia Marinha
(MICROMAR), do Instituto de Biociéncias do Campus do Litoral Paulista (IB-CLP), da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP).

Figura 4. Area do Estuério de Santos com a determinac&o dos pontos de coleta das amostras das espécies
de bactérias Bacillus subitilis, Vibrio parahaemolyticus e Vibrio aestuarianus isoladas.

(Fonte: Autor)
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2.5.2 Fungos Filamentosos

Estima-se que o Reino Fungi contenha sete filos principais e 1,5 milhdo de
espécies. Ascomycota € o maior grupo e inclui alguns géneros importantes como
Penicillum e Aspergillus. Diversas espécies desse género sdo utilizadas para a
fermentacdo de uma grande variedade de produtos fungicos, como penicilina, alcool e
acido citrico. Os polissacarideos compreendem outro grupo de compostos derivados de
fungos naturais que tém valor médico consideravel. Espécies como Penicillium citrinum,
Penicillium sclerotigenum e Penicillium polonicum podem ser fitopatogénicas causando
diversos danos na area agricola (Carvalho et al., 2021).

O género Aspergillus é muito utilizado para a producdo de diversos processos
industriais como na area de alimentos e producdo comercial de &cidos, pertencem ao filo
Ascomycota e podem estar presentes tanto em ambiente terrestre, quanto aquatico.
Algumas espécies desse género podem ser fitopatogénicas e patogénicas (Ohte et al.,
2020). Aspergillus niger € um dos microrganismos mais aplicado na biotecnologia, um
patégeno oportunista que vem sendo utilizado a décadas para producdo de enzimas de
interesse industrial e producgéo de acidos (Ma et al., 2021).

Com o aumento da busca de novos metabdlitos e moléculas biologicamente
ativas, os fungos marinhos cada vez mais tém sido estudados. Amin et al. (2020) e
Yurchenko et al. (2021) destacam que as linhagens fangicas isoladas do ambiente
marinho s&o promissoras para aplicagbes industriais, uma vez que, sdo capazes de
sobreviver em um ambiente extremo com elevada salinidade e produzir moléculas
complexas com propriedades biotecnoldgicas.

As linhagens de fungos filamentosos do género Penicillium e Aspergillus de
origem marinha provenientes da Cole¢ao de Cultura do Instituto de Biociéncias-Campus
do Litoral Paulista (IB-CLP), foram isoladas da Baia do Ara¢é, Sdo Sebastido/ SP (Fig.

5), de acordo com os padrdes da American Public Health Association.
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Figura 5. Area da Baia do Araca - S40 Sebastifio com a determinacdo do ponto de coleta da amostra das
espécies de fungos filamentosos Penicillium citrinum IB-CLP11, Penicillium sclerotigenum IB-CLP17,
Aspergillus niger IB-CLP20 e Penicillium polonicum IB-CLP22 isolados.
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2.5.3 Microalga

As microalgas do género Chlorella sdo unicelulares, esféricas e sem flagelo.
Pertencem ao filo Chlorophyta e sdo encontradas na agua doce e salgada. A reproducéo
ocorre de forma assexuada e as melhores condi¢cdes de cultivo sdo em elevada
concentragdo de nutrientes e luminosidade. S&o muito utilizadas industrialmente devido
ao rapido crescimento e facil cultivo (Cao et al., 2021).

A microalga Chlorella minutissima € encontrada em ambiente ducicola ou
marinho. Pertencente a classe das Chlorophyceae, C. minutissima contém pigmentos
verdes fotossintetizantes clorofila a e b em seus cloroplastos (Sharan & Nara, 2020).
Chandra & Ghosh (2019) e Khan et al. (2018), destacam a importancia dessa espécie,
devido & ampla utilizagdo para producdo de biodiesel, tratamento de efluentes e
producdo de metabolitos de interesse biotecnolégico. Em adicdo, esta espécie é
referenciada como organismos presente na Bl (Fanesi et al., 2021).

A linhagem da microalga C. minutissima BMAK26a de origem marinha
proveniente do Banco de Microrganismos Aidar & Kutner (BMAK) do Instituto
Oceanografico da Universidade de Sao Paulo, foi isolada do ambiente marinho na cidade

de Cananéia (Fig. 6).
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Figura 6. Area de Cananéia - Litoral Paulista com a determinagdo do ponto de coleta da amostra da
espécie de microalga marinha Chlorella minutissima isolada.

Brasil

Cananéia

(Fonte: Autor.)
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3 OBJETIVO
3.1 Objetivo geral

O objetivo geral do trabalho foi caracterizar os nanomateriais (MNMEs) com
propriedades anti-incrustantes e determinar a sua toxicidade em microrganismos

isolados da zona costeira brasileira.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Caracterizar os hanomateriais por diferentes técnicas morfolégicas — Microscopia
eletrénica de transmisséo e Espectroscopia de Raios X por disperséo e energia

(Energy Dispersive Spectroscopy - EDS ou EDX);

3.2.2 Caracterizar os nanomateriais por diferentes técnicas estruturais — Espalhamento
de Luz Dinamico (Dynamic Light Scattering - DLS), Potencial Zeta (P), indice de
polidispersao (Polydispersion Index - PDI) e Difragéo de Raios X (DRX);

3.2.3 Testes miniaturizados de toxicidade em bactérias marinhas Gram-positiva e

Gram-negativas isoladas na zona costeira brasileira;

3.2.4 Testes miniaturizados de toxicidade em fungos marinhos isolados na zona

costeira brasileira;

3.2.5 Teste miniaturizado de toxicidade em microalga isolada na zona costeira

brasileira.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Sintese dos nanomateriais

Os MNMEs com acdo anti-incrustante foram projetados e sintetizados pela
empresa portuguesa Smallmatek, Lda. Para o processo de sintese SiNC foi preparado
por uma microemulsdo de 6leo em agua contendo o surfactante cetil brometo de
trimetilaménio (CTAB), seguido por uma hidrolise e uma condensagdo de
tetraetilortossilicato (TEOS) na interface da microemulsdo. Apds obter o produto
precipitado, o mesmo foi filtrado e lavado com agua deionizada. O encapsulamento do
biocida DCOIT em SINC foi realizado a partir de uma solucédo de 6leo em agua. Os
materiais foram homogeneizados em uma solu¢céo de amonia com posterior adicdo do
DCOIT previamente diluido em uma solugédo aquosa contendo xileno e CTAB. Na ultima
etapa TEOS foi adicionado. A adesédo de Ag a superficie de SINC e SINC-DCOIT pela
exposicao dos materiais a uma solucéo de nitrato de prata (AgNOz3), seguida pela reacéo
espontanea da reducdo de Ag na superficie de SiO2. Na Ultima etapa, 0s compostos
passaram por uma secagem de 140°C (Maia et al., 2015; Figueiredo et al., 2019).

4.2 Caracterizacdo dos nanomateriais

A caracterizacdo dos MNMEs foi realizada em nivel estrutural e morfolégico (Fig.
7). Para as analises de espalhamento de luz dinamico (DLS), potencial zeta (P{) e indice
de polidispersédo (PDI), foram preparadas dispersées coloidais (0,001, 1,0 e 10 mg-L™?)

dos materiais em agua Milli-Q a 35 de salinidade.

4.2.1 Microscopia Eletronica de Transmisséao

As caracterizacdes morfolégicas e medida de didmetro dos MNMEs foram
realizadas utilizando o microscépio de transmissdo eletrdbnica LEO 906E, Zeiss,
Alemanha, operado a 200 kV. Para a preparacao das amostras, as dispersfes coloidais
dos MNMEs foram depositadas por gotejamento em grades de cobre recobertas com
carbono (llett et al., 2020; Prasad et al., 2020).
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4.2.2 Espectroscopia de raios X por dispersdao em energia

As razbes atdbmicas foram obtidas por analise de energia dispersiva de raios-X
(Energy Dispersive Spectroscopy - EDX ou EDS), usando um microscopio eletrénico de
varredura Philips XL30, com um feixe de elétrons de 20 keV e equipado com um
microanalisador EDAX DX-4.

4.2.3 Difracao de Raios X

A identificacdo das fases cristalinas presentes nas amostras ocorreu utilizando um
difratdbmetro Rigaku, modelo Miniflex 1| com fonte de radiagdo Cu Ka (0.15406 nm), sendo
utilizada para a analise uma pequena quantidade da MNMEs previamente depositada

em um suporte de vidro contendo graxa de silicone.

4.2.4 Anédlise de tamanho de particula, distribuicdo e indice de polidispersao

O tamanho da particula foi analisado por espalhamento de luz dinAmico (Dynamic
Light Scattering - DLS), enquanto que, a carga foi determinada pelo potencial zeta (PQ).
Também foi determinado indice de polidispersao (Polydispersion Index - PDI). Todas as
andlises foram realizadas utilizando o equipamento Dynamic Light Scattering (Zetasizer
Nano, ZS90).

4.3 Ensaio de toxicidade

4.3.1 De;tgrminagéo de Concentracgéo inibitéria minima e Concentragdo bacterida

minima

As bactérias marinhas Gram-positiva Bacillus subtillis e Gram-negativa Vibrio
aestuarianus e Vibrio parahaemolyticus foram previamente crescidas “overnight” em
meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI). A concentragao celular foi ajustada a 1,0x10°
UFC de acordo com o protocolo de Silva et al. (2007). Para o teste de determinacéo das
concentracdes inibitérias minimas (CIM) foi utilizada a metodologia adaptada proposta
por Mann e Markham (1998).

Os ensaios foram realizados de forma miniaturizada, utilizando placas de 96

pocos. Inicialmente todos os pocos foram preenchidos com 170 pyL de indculo, com
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salinidade ajustada a 35. A salinidade foi ajusta a partir da proporcédo de 35 g de sal
marinho para 1 litro de meio de cultura (Marui et al.,2021). Nas colunas 1 e 2, controle
positivo, foram inseridos 190 yL do meio de cultura Muller Hinton (MH), isento de agar,
com salinidade ajustada a 35. Para cada nanomaterial (SINC, DCOIT, SINC-DCOIT,
SINC-Ag, SINC-DCOIT-Ag) foi inserido um volume de 20 uL de dispersao coloidal nas
colunas de 3 a 11, em concentragcdes compreendidas entre 0,001; 0,01; 0,1; 1 e10 mg-L-
1, Ao controle negativo, coluna 12, foi inserido um volume de 20 uL de solugdo de AgNOs,
concentracdo 10 mg-L™.

Um volume de 10 uL de solugao de resazurina a 0,01% foi adicionado a todos os
pocos apos 24 h de incubacgdo. A resazurina € um corante que serve como um indicador
redox. Tem uma cor azul e uma baixa fluorescéncia intrinseca. Depois de entrar na
célula, em resposta a atividade metabdlica das células vivas, a resazurina € reduzida a
resorufina, que tem uma cor rosa e € fluorescente. Dessa forma o corante € utilizado
para identificacdo da viabilidade celular (Needs etal., 2021). O tempo de incubacéo total
foi de 48 horas a 37°C. Findado este periodo, foi determinada a concentragdo minima
inibitéria (CIM). Um segundo teste foi realizado de acordo com o protocolo adaptado
descrito por Abbaszadeh et al. (2014) e Li et al. (2016) sendo denominado a
concentracdo minima biocida (CBM). Tanto CIM como CBM foram realizados em
triplicata.

Um segundo teste foi realizado de acordo com o protocolo adaptado descrito por
Abbaszadeh et al. (2014) e Li et al. (2016) sendo denominado a CBM. Foram retirados
10 uL de cada pogo com auséncia de crescimento visivel e transferidos para placas que
continham meio agar triptona de soja (TSA) por um periodo de 24 h. Apos o periodo de
incubacéo, foram considerados como bactericidas os compostos que inibiram 100% do

crescimento do microrganismo. Tanto CIM como CBM foram realizados em triplicata.

4.3.2 Determinagado de Concentracéo inibitéria minima e Concentracao fungicida

minima

Para o teste de determinacdo das concentracdes minimas inibitérias (CIM) foi
utilizada a metodologia adaptada proposta por Mann e Markham (1998). Suspensdes de
esporos de fungos marinhos Penicillium citrinum IB-CLP11, Penicillium sclerotigenum IB-
CLP17, Aspergillus niger IB-CLP20 e Penicillium polonicum IB-CLP22 foram preparadas

com base na ABNT-NBR 14941 (2011). Os fungos foram crescidos em meio de cultura
39



Batata Dextrose Agar (BDA) a 30°C por um periodo de sete dias. Ap0Os este periodo, foi
adicionada sobre a placa 10 mL de solucao salina com Tween 80. As suspensbdes de
esporos foram transferidas para um frasco Falcon e homogeneizadas em uma plataforma
agitadora a 30°C por e 150 rpm por cinco minutos. Na sequéncia, as suspensfes foram
filtradas em algodao de vidro. As concentracdes foram ajustadas com o auxilio de uma
Camara de Neubauer a 1,0x10° esporos-mL* em meio Batata Dextrose (BD).

Os ensaios foram realizados de forma miniaturizada, utilizando placas de 96
pocos. Inicialmente todos os pocos foram preenchidos com 170 pyL de indculo, com
salinidade ajustada a 35. Nas colunas 1 e 2, controle positivo, foram inseridos 190 uL do
meio de cultura BD, isento de agar, com salinidade ajustada a 35. Para cada
nanomaterial (SINC, DCOIT, SINC-DCOIT, SINC-Ag, SINC-DCOIT-Ag) foi inserido um
volume de 20 pyL de dispersdo coloidal nas colunas de 3 a 11, em concentracdes
compreendidas entre 0,001-10 mg-L*. Ao controle negativo, coluna 12, foi inserido um
volume de 20 L de solugdo de AgNOs, concentragdo 10 mg-Lt. Um volume de 10 L
de solucdo de Resazurina a 0,01% foi adicionado a todos 0s pogos apos 24 h de
incubacdo. O tempo de incubacéo total foi de 72 horas a 30°C, findado este periodo, foi
determinada a CIM.

Um segundo teste foi realizado de acordo com o protocolo adaptado descrito por
Abbaszadeh et al. (2014) e Li et al. (2016) sendo denominado a CFM. Foram retirados
10 pL de cada poco com auséncia de crescimento visivel e transferidos para placas que
continham meio BDA por um periodo de 7 dias. Apds o periodo de incubacédo, foram
considerados como fungicidas os compostos que inibiram 100% do crescimento do

microrganismo. Tanto CIM como CFM foram realizados em triplicata.

4.3.3 Determinacédo da densidade celular de microalga

A microalga Chlorella minutissima foi cedida pelo Banco de Microrganismos Aidar
& Kutner (BMAK) do Instituto Oceanografico da Universidade de Sao Paulo. A cultura foi
mantida no Laboratério de Micologia e AplicagBes Biotecnoldgicas e Nanotecnoldgicas,
em meio de cultura liquido Guillard, sob condicBes controladas de temperatura (23+1°C)
e iluminacdo (fluxo de fétons de aproximadamente 70 pmol de féton m?2s?), com
fotoperiodo de 12:12 horas (claro:escuro). Diariamente, ocorreu contagem celular com o
auxilio de uma Camara de Neubauer para a construcdo da curva de crescimento e

determinacao da fase exponencial.
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O protocolo experimental para determinacéo de toxicidade em microalgas seguiu
a norma ABNT NBR 12648 (2013). Este método consiste na exposi¢cao dos organismos-
teste aos diferentes tratamentos, durante um periodo de 96 h. A toxicidade foi
determinada pela inibicdo do crescimento da biomassa algacea nos recipientes-teste,

comparado ao controle negativo, sob as mesmas condicdes de ensaio.

4.3.3.1 Curvade crescimento

A construcao da curva de crescimento foi realizada com a retirada diaria de uma
aliquota de 20 pL do cultivo. Com o auxilio de uma Camara de Neubauer, as células
foram contadas. O ponto anterior & entrada na fase estacionaria foi determinado como o

ponto de coleta do indculo utilizado para os ensaios de toxicidade.

4.3.3.2 Curva padrao de calibracao

Uma curva padrao de calibracdo foi construida utilizando um cultivo de C.
minutissima crescida até o pico da fase exponencial. Com o auxilio de uma Camara de
Neubauer, foram preparadas solucdes padrao de C. minutissima nas concentracdes de
2500, 5000, 10000, 20000, 40000, 80000 e 160000 cel-mL™t. Para cada solucéo padréo,
um volume de 200 uL foi inserido individualmente em 8 pog¢os de uma microplaca de 96
pocos. Na sequéncia, com o auxilio de um espectrofotdbmetro UV-Vis, com comprimento
de onda ajustado a 680 nm, foram efetuadas as leituras. Como controle negativo foi

utilizado um branco com 200 pL de meio de cultura (Dubois et al., 1956).

4.3.3.3 Densidade celular

Os testes de inibicdo de densidade celular foram realizados em microplacas de
96 pocos, contendo o inéculo ajustado a densidade celular de 1,0x10* cel-mL? em meio
de cultura Guillard.

A biomassa algacea foi determinada apos 24, 48, 72 e 96 horas de exposicao por
meio da densidade Optica das microalgas em um espectrofotdmetro UV-Vis, com leitura
da absorbancia luminosa a 680 nm. A incubacao total ocorreu em um periodo de 96
horas, mantendo a temperatura 23+1°C. O teste foi realizado em quadruplicata.
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Ao final, a biomassa inicial de cada réplica das solucdes-teste e controle (sem
amostra tratada) foi subtraida da obtida apds o periodo de exposi¢ao, calculando-se
assim a biomassa produzida durante o ensaio. Para definir a concentragéo celular pela
absorbéancia, foi utilizada a curva padréo de calibragcdo previamente preparada, descrita
no item 4.3.3.2.

4.3.3.4 Determinacao da Clorofila Total

Para estimar o contetudo de clorofila total, foi necessario realizar a extracédo e
solubilizacdo de pigmentos em acetona e depois preparar as solucdes para serem
levadas ao espectrofotdmetro. A clorofila foi extraida no escuro a 4°C ap6s 96 h de uma
amostra de microalgas concentrada em uma solucdo aquosa de acetona a 80% e
determinada por medicdo do comprimento de onda do extrato usando um
espectrofotdmetro, o ensaio foi feito utilizando a solu¢do de acetona 80% como o branco.
O sobrenadante foi aspirado e as absorbancias foram analisadas em 665 e 645 nm. As
medidas de absorbancia resultantes foram traduzidas para um teor de clorofila de acordo

com a seguinte equacao (Lichtenthaler, 1987):

Clorofila total = 17,3 X Abs645 + 7,81 X Abs649

4.4 Analise estatistica

A inibicao do crescimento (%) de cada espécie foi determinada de acordo com o
método da Organizacdo para a Cooperagdo e Desenvolvimento (OCDE). Os valores de
concentracéo efetiva (ECso) apos 96 h foi calculado com o software GraphPad Prism v6.0
usando a equacdo de regressdo ndo linear que melhor se ajusta aos dados,
considerando o R? valor, a soma absoluta dos quadrados e os intervalos de confianca
de 95%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Caracterizacdo dos nanomateriais

5.1.1 Microscopia Eletr6nica de Transmisséo

O microscoépio eletrbnico de transmissdao emite um feixe de elétrons sob alta
tensdo, a partir de uma coluna de elétrons. Os elétrons séo focalizados a partir de lentes
eletromagnéticas em direcdo a amostra, desencadeando uma interacdo. Essa interagédo
permite que os elétrons que constituem o feixe produzam diferentes tipos de radiacao,
gue sdo analisadas pelo detector e traduzidas como imagem para um computador
acoplado.

De acordo com a Figura 7 (a-d) obtidas por MET, os MNMEs possuem forma esférica
e regular, apresentando o tamanho médio de 112, 136, 139 e 133 nm para SiNC, SiNC-
DCOIT, SINC-Ag e SIiNC-DCOIT-Ag, respectivamente. Foi possivel observar
aglomerados de Ag provenientes do metal AgNOs nas imagens obtidas.

Figura 7. Microscopia eletrdnica de transmissdo dos nanomateriais: (a) SiINC; (b) SINC-DCOIT; (c) SiNC-
Ag; (d) SINC-DCOIT-Ag.

5.1.2 Espectroscopia de energia dispersiva

Os resultados indicados pela técnica de EDS séo importantes, permite o0 mapeamento
composicional e semi quantitativo de nanomateriais (Angwin et al., 2019). Como

apresentado na Tabela 5, as amostras apresentaram a composi¢gédo atémica prevista.
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Tabela 5. Andlise semi-quantitativa e micrografia das amostras de (a) SiNC; (b) SINC-DCOIT; (c) SiNC-
Ag; (d) SINC-DCOIT-Ag, com ampliacdo de 250x.

Amostra Elemento (mol%) Micrografia
C 34,39
SiNC o] 43,28
Si 22,33
Total 100,00
SINC-Ag o] 61,93
Si 37,22
Ag 0,85
Total 100,00
SiNC-DCOIT o] 59,14
Si 37,16
Cl 2,86
Zn 0,30
Mo 0,54
Total 100,00
SINC-DCOIT-Ag o] 57,22
Si 36,24
S 1,79
Cl 2,88
Zn 0,73
Ag 1,14
Total 100,00

5.1.3 Difracéo de Raios X

A andlise de difracdo de raios X (DRX) fornece informac¢bes detalhadas sobre a
estrutura atbmica e molecular das amostras, como também, posi¢cdes, composi¢coes
guimicas, tensdes na sua rede cristalina e fases cristalinas. Para a analise da amostra
um feixe de raios X incide sobre o material e um detector identifica o feixe de raios que
emergem da amostra. Ao interagir com a estrutura atdbmica do material, o feixe é difratado
pelos atomos e a informacao € processada e repassada para um computador acoplado.
O resultado do DRX é importante para compreender tanto as posicées, como as

intensidades dos efeitos de difracdo, € uma propriedade fisica fundamental dos
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materiais, servindo para rapida identificacdo e entendimento completo de sua estrutura
(Chirayil et al., 2017).

De acordo com a Figura 8 o pico de difragdo em 2e =25° é proveniente da silica,
sendo observada em todos os difratogramas de raios X. Nas composi¢des de SINC-Ag
e SINC-DCOIT-Ag é possivel observar os padrdes caracteristicos da Ag. De acordo com
0 DRX existem dois picos distintos correspondendo as reflexbes (111) e (220) que

confirmam a estrutura cubica de face centrada da Ag.

Figura 8. Difratogramas de raios X de SiNC, SiNC-Ag, SiNC-DCOIT e SINC-DCOIT-Ag.
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5.1.4 Tamanho de particula, distribuicdo e indice de polidispersao

A técnica DLS, é utilizada para obter a medida do diametro hidrodinAmico das
particulas nanométricas em suspensao. A técnica se baseia em dois conceitos que se
relacionam com as particulas presentes no meio: 0 movimento browniano e o
espalhamento de luz. As particulas e moléculas em suspensdo estdo em constante
movimento, este movimento constante e aleatdrio € chamado de movimento browniano,
€ induzido por um constante bombardeamento de moléculas do solvente, que estédo se
movendo, devido a sua energia térmica. O espalhamento de luz acontece quando um
laser emite uma iluminacdo em direcdo a particula ou molécula, estas espalham a
radiacdo em todas as direcdes e a partir disso, a flutuacéo da intensidade de luz fornece
informacgdes sobre o coeficiente de difusdo da particula e do seu didmetro hidrodindmico

para um detector. O diametro hidrodinAmico pode variar de 1 a 2000 nm, fornece
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informacfes como intensidade, tamanho e area de contato superficial de uma particula

em uma suspensao (Fig. 9) (Chirayil et al., 2017).

Figura 9. A imagem representa o didmetro hidrodindmico formado, analisado pela técnica DLS

(Espalhamento de Luz Dindmico).

Diametro hidrodinamico

Fonte: Adaptado de Guivar (2015).

A medicdo no instrumento de DLS, se inicia com um laser monocromatico com um
comprimento de onda de 633 nm, a luz emitida converge para um centro focal na amostra
por meio de uma lente de focalizac&o. A luz é espalhada pelas particulas em todos os
angulos e direcdes. O DLS detecta este espalhamento para um angulo fino. As
flutuacbes de intensidade de luz espalhadas sao convertidas em pulsos elétricos, os
guais sao alimentados a um correlacionador digital. O correlacionador gera uma funcao
de autocorrelacdo, a partir da qual se relaciona com o coeficiente de difusdo das
particulas, e estes, por sua vez, com o tamanho das particulas (Chirayil et al., 2017).

O didmetro hidrodindmico obtido por DLS (Tab. 6) indica que o tamanho dos
nanomateriais analisados variaram entre 205,72 a 252,50 nm. A diferenca de tamanho
obtida por DLS em comparacéo aos determinados por MET decorre do fato de que os
nanomateriais estdo em meio liquido e em continuos deslocamentos aleatorios
denominados de movimento Browniano. Em acréscimo, os didmetros de SINC e SINC-
DCOIT sao similares, enquanto que, com a adesao de Ag, ocorreu um incremento no
diametro, variando entre 220 a 230 nm, respectivamente. Segundo Letzel et al. (2018),

os valores obtidos séo influenciados pelo revestimento metalico incorporado.
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Tabela 6. Caracterizagdo das amostras de SiNC, SINC-DCOIT, SiNC-Ag e SINC-DCOIT-Ag (g =129, 152,
134 and 125 nm para SiNC, SiNC-DCOIT, SiNC-Ag e SINC-DCOIT-Ag, respectivamente)

Amostra Concentragdo (mg-L?) DLS (nm) (PQ) PDI
0,001 203,37 30,90 0,45

SiNC 0,1 210,33 27,23 0,50

10 226,21 29,34 0,55

0,001 202,67 12,15 0,58

SiNC-DCOIT 0,1 206,12 11,26 0,44
10 231,11 13,93 0,52

0,001 220,30 -29,09 0,51

SiNC-Ag 0,1 232,80 -30.95 0,56
10 246,45 -28,99 0,50

0,001 225,72 -25,22 0,49

SiNC-DOIT-Ag 0,1 239,33 -23,13 0,51
10 251,50 -25,34 0,54

O PC é uma técnica utilizada para prever e controlar a estabilidade de suspensdes ou
emulsdes coloidais. A maioria dos MNMEs em contato com um liquido adquirem uma
carga elétrica em sua superficie, isso acontece devido a dissociacdo, ionizacdo de
grupos funcionais na superficie da particula e pela adsor¢do diferencial de ions da
solucao na superficie. Essa carga afeta a distribui¢do de ions na vizinhanga, aumentando
a concentracao de contra-ions junto a superficie formando-se uma dupla camada elétrica
na interface da particula com o liquido. A dupla camada elétrica formada se divide na
regido interna, que inclui ions ligados a superficie e a regido externa, onde a distribuicdo
dos ions é determinada pelo equilibrio entre forcas eletrostaticas e movimento térmico.
Essas regifes em conjunto com a superficie da particula, geram diferentes potenciais a
serem analisados como o potencial de superficie, potencial stern e potencial zeta (Fig.
10). A partir desses potenciais é possivel analisar a estabilidade das particulas no meio
encontrado e entender seu estado de agregacéo, precipitacdo e coagulagao (Clogston e
Patri, 2010; Ahmadi et al., 2011).
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Figura 10. A imagem representa a dupla camada formada e os diferentes potenciais de superficies que

podem ser analisados para identificar a estabilidade dos nanomateriais pela técnica P (Potencial Zeta).
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Fonte: Adaptado de Guivar (2015).

Esse potencial pode ser determinado a partir da correlagcdo da carga efetiva das
particulas com a repulséo eletrostatica e estabilidade da suspensédo. Para a medi¢céo do
potencial é realizada a laser doppler electrophoresis, um campo elétrico é aplicado na
amostra, e as particulas com carga irdo migrar para o eletrodo de carga oposta com uma
velocidade proporcional a magnitude da sua carga, essa velocidade da carga esta
relacionada ao P{. A amostra € colocada em cubetas com a presencga de 2 eletrodos, um
positivo e um negativo, € aplicado uma carga elétrica e as particulas migram para o
eletrodo de carga oposta. Um feixe de laser passa através da amostra na célula capilar
durante a eletroforese e o espalhamento de luz do movimento da particula tem a
frequéncia mudada, a mudanca da frequéncia € relacionada a velocidade que as
particulas migram. A partir disso, quanto maior o P, mais provavel que a suspensao seja
estavel, pois as particulas carregadas se repelem umas as outras e essa for¢a supera a
tendéncia natural a agregacgédo. A partir disso, a alta estabilidade é identificada quando o
valor de P{ € menor do que -30mV ou maior do que +30mV (Clogston e Patri, 2010;
Ahmadi et al., 2011).

O PDI é utilizado para descrever informacdes sobre a homogeneidade da distribuicdo
dos MNMEs, dessa forma quanto maior o valor indicado, maior a distribuicéo e disperséo
de tamanhos dos materiais, ou seja, maior a variedade de tamanhos diferentes ou
polidispersdo dos MNMEs. A partir disso, a faixa de 0 a 0,05 de PDI indica uma

populacdo monodispersa, a faixa de 0,05 a 0,08 populacdo quase monodispersa, 0,08 a
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0,3, populacdo com baixa polidispersividade, 0,3 a 0,6, populagdo com média
polidispersividade e acima de 0,7, populacdo muito polidispersa. Devido a mutabilidade
presentes em processos de fabricacdo, raramente se consegue a monodispersao dos
produtos, mas ainda sim, € ideal que o PDI tenha valor mais proximo ao 0, populacéo
monodispersa, respectivamente (Chirayil et al., 2017).

O indice de polidispersividade (PDI) obtido foi entre 0,44 e 0,58 indicando
polidispersividade média. O valor do potencial Zeta (PQ) de superficie de SINC e SINC-
DCOIT, enquanto que, SINC-Ag e SINC-DCOIT-Ag apresentaram superficies negativas
em meio aquoso. Considerando o elevado valor em modulo do P e polidispersividade
meédia, a tendéncia destes MNMESs se agregarem € baixa.

Algumas dessas caracteristicas vistas durante a caracterizacéo, também foram
observadas por Saman et al. (2020) que caracterizou SINC e observou seus
aglomerados em formato “cauliflower”. De acordo com o estudo, esse fenbmeno ocorre
pela capacidade de adsorcdo desses nanomateriais. Esses agrupamentos formam
particulas volumosas que influenciam diretamente a polidisperséo e estabilidade.

A caracterizacéo fisico-quimica dos MNMEs é imprescindivel, uma vez que, permite
relacionar seus efeitos no meio e, consequentemente, nos mais diversos organismos.
Portanto, para estudos de toxicidade esse processo € de extrema importancia para

compreender e aplicar esses ensaios (Khan et al., 2019).

5.2 Ensaio de Toxicidade

5.2.1 Determinacado de Concentracao inibitéria minima e Concentracéao
bactericida minima

A tabela 7 apresenta a atividade antibacteriana dos MNMEs e seus precursores
contra bactérias isoladas da zona costeira brasileira. Dentre as bactérias selecionadas
para o estudo, apenas Bacillus subtilis apresentou inibicdo em seu crescimento, efeito
bacteriostatico. quando exposta a SINC na concentracdo de 10 mg-Lt. Por sua vez, o
biocida DCOIT na forma livre, em concentracdo de 1 mg-L?, apresentou acgdo
bacteriostatica. Apos 24 horas, o DCOIT perdeu a capacidade de inibir o crescimento de
todas as espécies. DCOIT na concentracdo de 10 mg-L?, foi bactericida para todas as
espécies. De acordo com os resultados obtidos, o DCOIT encapsulado ndo apresentou
0 mesmo comportamento detectado no ensaio com DCOIT na forma livre. Michailidis et

al. (2020) destaca que o DCOIT interage covalentemente com a superficie de SINC,
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permitindo que essa interacdo forneca propriedades ANTIN para as formulacdes de
revestimento, prolongando seu desempenho ANTIN.
Tabela 7. Concentracao inibitéria minima (CIM) e Concentracdo biocida minima (CBM) das amostras de

NCs SIiNC, DCOIT, Ag, SINC-DCOIT, SIiNC-Ag e SINC-DCOIT-Ag contra Bacillus subtillis, Vibrio
aestuarianus e Vibrio parahaemolyticus. “nd”: ndo determinado.

NC-Anti-IN B. subtilis V.aestuarianus V.parahaemolyticus
(mg-L) CIM CBM CIM CBM CBM CBM
SiNC 10 nd nd nd nd nd
DCOIT 1 =10 1 =10 1 =10
Ag nd =1 nd =1 nd =1
SiNC-DCOIT 1 =10 1 =10 1 =10
SiNC-Ag 1 210 1 =10 1 =10
SiNC-DCOIT-Ag 1 210 1 210 1 =10

A prata € reconhecida pela acdo antimicrobiana e apresentou acéo bactericida
para todas as espécies a partir da concentracdo de 1 mg-L™. Isso pode ser justificado,
pois este material na forma ionizada é altamente reativo e se liga as proteinas do tecido
promovendo mudancas estruturais na parede celular bacteriana e na membrana nuclear
levando a distorcdo celular e morte. Ag também se liga ao DNA e RNA bacteriano por
meio de desnaturacao e inibicdo da replicacédo bacteriana (Pugazhendhi et al. 2018). O
uso de Ag em escala nanométrica € hoje considerado uma das estratégias mais
promissoras no combate a formagéo de biofilme.

As dispersOes coloidais dos nanocontentores SINC-DCOIT, SINC-Ag e SINC-
DCOIT-Ag apresentaram efeito bacteriostatico na concentracdo de 1 mg-L?. Foi
observado, efeito bactericida nas espécies B. subtilis, V. estuarinos e V.
parahaemolyticus na concentracéo de 10 mg-L*. Resultados similiares também foram
observados por Maia et al. (2015). Maia et al. (2015) expuseram a bactéria E. coli ao
biocida DCOIT na forma livre e encapsulada, SiNC -COIT. De acordo com os resultados
obtidos, apds 45 minutos de exposicdo, o DCOIT na forma livre apresentou
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) de 16 ppm, enquanto que, para SINC-DCOIT a
Concentragdo Biocida Minima (CBM) foi igual a 80 ppm.

A baixa toxicidade de SINC também foi obsevada por Erdingmer e Sponza (2020)

avaliaram a atividade antimicrobiana de SiO2NP sobre o género Vibrio sp. De acordo
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com o estudo, a bactéria Vibrio fischeri apresentou resisténcia ao material, ECso= 31,457
mg-L1. Os autores observaram que as bactérias Gram-negativas sdo mais resistentes
em comparacao a bactéria Gram-positiva. Resultados similares foram obtidos com Yusof
et al. (2020) utilizando a bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus e a Gram-
negativa E. coli. Segundo Sirelkhatim et al. (2015) a parede celular das bactérias Gram-
positivas possui uma membrana citoplasmatica com multicamadas de polimero de
peptidoglicano e uma parede celular mais espessa, enquanto que, as bactérias Gram-
negativas sdo compostas por duas membranas celulares, uma membrana externa e uma
membrana plasmatica com uma fina camada de peptidoglicano. Durante o0s

experimentos nao foi detectada alteracdo de pH.

5.2.2 Dgtgrminagéo de Concentragdo inibitéria minima e Concentracéo fungicida
minima

Em todas as concentracdes selecionadas para o estudo (Tabela 8), o
nanocontentor SINC ndo comprometeu a viabilidade das espécies fungicas. O efeito
antibacteriano de SINC observado sem comprometer células eucariotas também foi
observado por Fellahi et al. (2013) que avaliaram a atividade antibacteriana de substratos
de nanofios de Si com incorporacdo de Ag e Cu. De acordo com os resultados, as
nanoestruturas apresentaram forte toxicidade contra E. coli. Contudo, foi também
observado que nanofios de silica com Ag incorporada sdo biocompativeis a células
eucariotas. Su et al. (2010) observaram também uma elevada atividade antibacteriana
de nanofios a base de Si com biocompatibilidade a células eucariotas. Esses estudos
sinalizam a possibilidade do desenvolvimento composto a base de silica, especialmente
em escala nanométrica com Ag incorporada com um bom potencial para o
desenvolvimento de agentes antimicrobianos aplicados a diversas areas (Malarkodi et
al., 2014).

O DCOIT, em concentracdo de 1 mg-L?, apresentou acdo fungistatica. Apds 24
horas de exposicdo, as espécies Penicillium citrinum, IB-CLP11, Aspergillus niger IB-
CLP20 e Penicillium polonicum IB-CLP22 apresentaram crescimento. Enquanto que, o
biocida na concentracdo de 10 mg-L foi fungicida para todas as espécies. A utilizagédo
do corante rezasurina permitiu que fosse observado a perda das propriedades do DCOIT
durante o experimento. Comparando com o DCOIT encapsulado, foi observado que o
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mesmo ndo perdeu sua atividade, sendo liberado gradativamente e retendo sua

efetividade por um maior periodo de tempo.

Tabela 8. Concentracédo inibitéria minima (CIM) das amostras de NCs SiNC, DCOIT, Ag, SiNC-DCOIT,

SINC-Ag e SINC-DCOIT-Ag contra Penicillium  citrinum IB-CLP11, Penicillium clerotigenum IB-
CLP17, Aspergillus niger IB-CLP20 e Penicillium polonicum IB-CLP22. “nd”: ndo determinado.
Penicillium Penicillium Aspergillus Penicillium
NC-Anti-IN citrinum clerotigenum niger polonicum
-l
(mg-L7) CM CFM  CIM CFM CM CFM  CIM  CFM
SiNC nd nd nd nd nd nd nd nd
DCOIT 1 210 1 210 1 210 1 =10
Ag nd 21 nd 21 nd 21 nd 21
SiNC-DCOIT 1 =10 1 =10 1 =10 1 210
SiNC-Ag 1 =210 1 =10 1 =10 1 =10
SiNC-DCOIT-Ag 1 =10 1 =210 1 =10 1 =10

A prata em concentracdo de 1 mg-L, apresentou acdo fungicida para todas as
espécies. E sabido que compostos & base de Ag mostram elevada atividade
antimicrobiana. As AgNPs podem induzir pontuac¢des e lacunas na membrana fungica e,
eventualmente, fragmentar a célula. Além disso, os ions Ag interagem com grupos
dissulfeto ou sulfidrila de enzimas que levam a interrupcdo dos processos metabdlicos,
fazendo com que o DNA perca sua capacidade de replicagdo e o ciclo celular é
interrompido na fase G2/M, resultando em danos ao DNA. Eventualmente, as células sao
afetadas por estresse oxidativo e finalmente apoptose (Kessler et al., 2018). SIiNC-
DCOIT, SiNC-Ag e SINC-DCOIT-Ag na concentracdo de 1 mg-L?, apresentou agéo
fungistatica e foram fungicidas na concentracdo 10 mg-L* para todas as espécies. Ndo
ocorreu alteragao de pH durante o experimento.

Os resultados confirmaram que as nanocapsulas carregadas foram eficazes, umavez
gue, a toxicidade dos materiais encapsulados (SINC-DCOIT, SiNC-Ag, SINC-DCOIT-AQ)
foi menor comparada a de seus equivalentes (DCOIT, Ag). SINC-DCOIT e SINC-DCOIT-
Ag, apresentaram comportamento e toxicidade promissora frente as espécies alvo da

bioincrustacao.
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5.2.3 Determinacado da densidade celular da Chlorella minutissima
5.2.3.1 Curvade crescimento
A construgdo da curva de crescimento e determinacdo da fase exponencial

ocorreu por meio de contagem celular diaria por um periodo de 7 dias. O final da fase

exponencial foi determinado apoés 5 dias de cultivo (Fig. 11).

Figura 11. Curva de crescimento da microalga Chlorella minutissima.
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5.2.3.2 Curva de calibracao

Para definir a variagdo da concentracdo celular da microalga nos ensaios de
exposicao aos compostos selecionados no presente estudo, foi construida previamente,
uma curva padréo de calibragéo (Fig. 12).

A densidade optica (DO) obtida nos padrdes, para cada concentracdo celular,
variaram entre 0,008-0,449. A gquantificacdo celular foi obtida pela equacdo y = 3e —
06x — 0,0013, com a regressdo linear (R? = 0,992). A equacédo permitiu a conversédo dos
valores da absorbancia em concentracdo celular. Segundo o protocolo descrito por

Dubois et al. (1956) para um bom ajuste, a analise de regressao linear deve ser obter o
R2 préximo a 0,99.
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Figura 12. Reta de calibragdo da absorbancia da cultura de Chlorella minutissima em funcdo da
concentracdo de células.
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5.2.3.3 Densidade celular

As microalgas, como produtoras primarias no ecossistema aquatico,
desempenham um papel importante em todo o ambiente marinho. Estes organismos sao
sensiveis as mudancas no ambiente, devido a esta caracteristica, sao frequentemente
utilizadas como organismos modelo para estudos de toxicidade. A toxicidade dos NMs
esta atrelada as suas caracteristicas (tamanho, estado de oxidac&o, estrutura cristalina),
assim como, concentracdo, meio de cultura e espécies (Fang et al., 2022; Vargas-
Estrada et al., 2020; Phan, 2019).

A biomassa algacea foi determinada apos 24, 48, 72 e 96 horas de exposicao por
meio da DO das microalgas em um espectrofotometro UV-Vis, com leitura da
absorbancia luminosa a 680 nm (Fig. 13). De acordo com os resultados apresentados na
SINC (ECs0=2,24 mg L) foi o composto que apresentou menor toxicidade em
comparacdo a Ag (ECs0=0,021 mg-L?) e DCOIT (ECs0=0,625 mg-L?). SiINC-DCOIT,
SiNC-Ag e SINC-DCOIT-Ag apresentaram toxicidade para a espécie (ECs0=0,625 mg-L-
1. ECs0=0,584 mg-L?; ECs50=0,544 mg-L?, respectivamente), porém, sendo menos
toxicos que o equivalente em larga escala. Dentre eles, SINC-DCOIT foi o menos toxico,
apresentando efeito apenas na concentracdo de 0,5 mg-L?, enquanto que, SINC-Ag e
SIiNC- DCOIT-Ag em 0,05 mg-L*. As concentracdes de 0,001 mg-L*e 0,005 mg-L* de
todos os MNMESs néo apresentaram toxicidade. Todos os MNMEs nas concentracdes de
10 e 50 mg-L*! apresentaram letalidade para a espécie. Ndo houve alteracdo do pH

durante o experimento.
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Figura 13. Efeito dos MNMEs no crescimento da alga Chlorella minutissima. O valor € a sobrevivéncia da
alga sob tratamento variado em relacao ao controle.
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Resultados similares foram apresentados por Figueiredo et al. (2019) que expds
Isochrysis galbana e Nannochloropsis gaditana a SINC, DCOIT, Ag, SINC-DCOIT e
SiNC-DCOIT-Ag, na faixa de concentracdo de 0,001 a 100 mg-L* por 72 horas. Os
MNMEs DCOIT e SiNC-DCOIT, apresentaram toxicidade de ECso = 0,032 mg-L™* e ECso
=37,4 mg-L?, para a espécie Isochrysis galbana, enquanto que, para Nannochloropsis
gaditana a toxicidade foi de ECso = 0,035 mg-L* e ECs0 0,590 mg-L™1, respectivamente.
Segundo os autores, SINC-DCOIT-Ag foi menos téxico que os biocidas na forma livre,
sendo um candidato promissor para diminuir o impacto ambiental dos biocidas de Ultima
geracao utilizados atualmente, sem comprometer sua eficacia anti-incrustante. Segundo
Campos et al. (2021) o encapsulamento do DCOIT em nanocontentores tém sido
amplamente explorados como uma alternativa ecolégica promissora. Este procedimento
controla a liberacdo do biocida ao longo do tempo, reduzindo o impacto ambiental e
solucionando problemas de compatibilidade com o revestimento.

Nanomateriais que possuem em sua composicao silica, ja foram reportados como
toxicos ao género Chlorella sp. Ji et al. (2011) efetuaram estudos de toxicidade expondo
diversas nanoparticulas, nanoparticulas de dioxido de silicio (SiO2NPs) de diferentes
tamanhos (760 + 20 nm; 770 + 30; 1040 = 30 nm e 1330 + 90 nm) a microalga Chlorella
sp. Os autores concluiram que as duas SiO2NPs de menores tamanhos (760 £ 20 nm e

770 = 30 nm) reduziram em 20% a taxa de crescimento da espécie. Resultados
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semelhantes foram descritos por Erdingmer e Sponza (2020) ao avaliarem a toxicidade
de diversas nanoparticulas, incluindo as SiO2NPs, na faixa de concentragao
compreendida entre 0,01 a 5,0 mg-L1. Dentre os nanomateriais testados, a microalga foi
mais sensivel as SiO2NPs (ECso=1.4 mg-L™1).

Tayemeh et al. (2020) e Hazeem et al. (2019) também compararm a toxicidade de
AgNO:3z e AgNP para o género Chlorella. Os resultados indicaram que AgNOs foi 10 vezes
mais toxico em comparacao a exposi¢cdo das AgNPs para a microalga C. vulgaris. AQNOs
exibiu 100% de efeito inibitério em 0,01 mg-L!, enquanto que, as AgNPs apresentaram
100% de efeito inibitério na concentracdo de 0,1 mg-L*. Hazeem et al. (2020) também
apresentaram resultados onde ocorreu uma maior toxicidade do AgNOs comparado com
AgNPs para C. vulgaris isolada do ambiente marinho. Segundo Johari et al. (2018) uma
suspensao de AgNPs rica em ions em ambientes de 4gua salobra e salgada tendem a
aglomerar o que pode desencadear mudancas em sua area de superficie, carga e
tamanho em comparacao com as particulas sintetizadas (Johari et al., 2018).

Os efeitos toxicos dos nanomateriais (SINC-DCOIT, SINC-Ag e SINC-DCOIT-AQ)
e seus componentes isolados (DCOIT, Ag e SINC) para vérias espécies-alvo e ndo-alvo
de zonas temperadas foram recentemente descritos por Figueiredo et al. (2020; 2019).
No entanto, sdo escassas as informacfes a respeito dos efeitos destes biocidas
nanoestruturados ANTIN encapsulados em espécies aquaticas tropicais, reforcando
assim, a necessidade de mais estudos utilizando diferentes organismos desta zona.
Recentemente, Jesus et al. (2021) realizou o primeiro estudo focado nos efeitos dos
MNMEs supracitados expostos ao microcrustdceo Mysidopsis juniae. De forma
resumida, os autores determinaram a toxicidade dos compostos em testes agudos:
DCOIT> SINC-Ag> SINC-DCOIT> SINC-DCOIT-Ag> SINC> Ag e em testes crbnicos:
SiINC-Ag> SINC-DCOIT-Ag> DCOIT> Ag> SINC, embora ndo tenha sido possivel

determinar a toxicidade crénica de SiNC-DCOIT.

5.2.3.4 Clorofila total

A microalga C. vulgaris foi exposta aos nanocontentores e seus equivalentes nas
concentragées de 0,001; 0,01; 0,1; 1; 10 e 50 mg-L* por um periodo de 96 horas. Findado
este periodo, as amostras foram analisadas. De acordo com a figura 15, a menor
concentracdo (0,001 mg-L*) apresentou um maior teor de clorofila que o branco. Dentre

0S nanomateriais analisados, SINC foi 0 que apresentou uma maior concentragao de
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clorofila nas concentragcdes em que ndo apresentou efeito no crescimento celular. O
DCOIT e a Ag foram os compostos mais toxicos e, também, os que mais influenciaram
na clorofila total. Todos os compostos nas concentragbes 10 e 50 mg-L? ndo
apresentaram clorofila total (Fig. 14).

Figura 14. Clorofila total da microalga Chlorella minutissima exposta aos MNMEs SiNC, DCOIT, Ag, SiNC-
DCOIT, SIiNC-Ag, SINC-DCOIT-Ag, respectivamente apos as 96 horas.
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SINC, SINC-Ag e SINC-DCOIT nas menores concentragdes de estudo,
apresentaram um aumento no teor de clorofila total. A concentracdo de 0,001 mg-L™*
aumentou 133%, 122% e 120% para SINC, SINC-Ag e SINC-DCOIT, respectivamente,
em comparagcao com o controle. Efeitos similares também foram apresentados por SiNC
na concentracédo de 0,01 e 0,1 mg-L* (aumento de 130% para as duas concentracoes).
Enquanto que SINC, SINC-DCOIT, SINC-Ag e SINC-DCOIT-Ag na concentracéo de 1
mg-L1 apresentaram uma diminuicdo de 28,9%, 81,3%, 85,5% e 92,4% no teor de
clorofila total. DCOIT e Ag apresentaram uma maior influéncia no teor de clorofila,
reduzindo em 17,3% e 23,2%, respectivamente quando em compara¢do com o controle
a 0,01 mg-L't. Phan (2019) relata que as células algaceas em condicGes de estresse
tendem a ajustar o metabolismo celular e armazenar moléculas grandes, como proteinas
e lipidios. As algas podem tolerar efeitos toxicos normalmente em doses mais baixas.
Neste estudo, o conteudo de clorofila total da C. minutissima aumentou
significativamente com uma dose baixa dos compostos, mas diminuiu a medida que uma
dose mais elevada foi introduzida.

A toxicidade de compostos com Ag presente na composicdo também foi

observada por Romero et al. (2020), ao expor a alga Chlorella vulgaris a AQNPs por um
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periodo de 96 horas, relataram que a concentracao por célula de clorofila a aumentou de
62% para 397%. Em acréscimo, a clorofila b apresentou um aumento na concentracao
por célula de 42% para 316%. Tais resultados, comparados com 0 grupo controle, na
presenca de AgNP nas menores concentragdes (90 a 720 ug-L'). Enquanto que, na
maior concentracdo (1440 pg-L™t) ocorreu a diminuicdo em 16% da razéo clorofila a /
clorofila b (Chla/Chlb). Os NMs reconhecidamente descritos pela formacéo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) em células animais e vegetais, causando estresse oxidativo
e danos celulares. O aumento ou a diminui¢do da clorofila indica um distirbio metabdlico
(Tripathi e Poluri, 2021).

O aumento ou a diminuacao da clorofila total observado pode ser a mudanca na
propor¢cao da razdo Chla/Chlb. Essa razdo pode ser considerada como um indicador
metabdlico. Indica a expresséo da sensibilidade a fatores externos do sistema enzimatico
do complexo coletor de luz Il (LHCII) dos cloroplastos. Uma mudanca na proporgao
sugere um desequilibrio estequiométrico entre os complexos do centro de reacédo de
ambos os fotossistemas e o complexo coletor de luz do fotossistema Il. Isso pode ser
resultado de uma resposta fisiolégica adaptativa de defesa do organismo, ja que o
primeiro passo na degradacgéo da clorofila b € a conversdo em clorofila a. A diminuicéo
da clorofila pode estar relacionada ao dano no pigmento das células expostas ou reducao
dos complexos pigmento-proteina, que pode ser resultado da aceleracéo da atividade da
clorofilase ou da estimulacdo da produgdo de ROS por conta da presenca dos
xenobidticos no meio. (Romero et al., 2020). Esses resultados também foram observados
por Mariano et al. (2020) que expds C. vulgaris e Dunaliella tertiolecta a AgNPs em
diferentes concentracdes. Foi observado que o conteudo de clorofila diminuiu em 34% e
51% para C. vulgaris e 44% e 75% para D. tertiolecta quando expostas ao nanomaterial
nas concentracées de 1 e 10 mg-L*, respectivamente.

Diante do conjunto de resultados obtidos sumarizados nas tabelas 9 e 10 (Anexo), é
possivel considerar que o encapsulamento de biocidas € uma solucao ecologicamente
correta e promissora para o desenvolvimento de novos materiais a serem utilizados como
ANTIN.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo possibilitou avaliar a potencial incorporacédo de nanomateriais
engenheirados com capacidade anti-incrustante a tintas para revestimento de
embarcacdes e que simultaneamente apresentassem uma abordagem amiga do
ambiente. Os resultados séo inéditos para microrganismos aquaticos de ambiente tropical.

As caracterizagbes dos nanomateriais engenheirados utilizados neste estudo foram
fundamentais para a compreensao de suas propriedades e estruturas fisico-quimicas e,
consequentemente, a melhor compreensao de sua interacdo com o meio biolégico.

O ensaio de toxicidade comprovou a capacidade antimicrobiana dos materiais para
0s microrgansimos alvo da bioincrustacdo. Ainda que os materiais encapsulados tenham
apresentado atividade antimicrobiana, devido a liberagdo controlada dessa formulagéo
foi possivel observar também uma menor toxicidade comparada com seus equivalentes
em larga escala.

O encapsulamento permitiu a preservacao da molécula do biocida DCOIT. Na forma
livre o DCOIT apresentou sinais de degradacdo apos 24 horas, enquanto encapsulado
(SINC-DCOIT e SINC-DCOIT-AQ) nao apresentou sinais de degradacao. Tais resultados
sdo promissores para a formulacdo dos nanomateriais engenheirados em tintas anti-
incrustantes, uma vez que, o encapsulamento aumentou a durabilidade do composto
tornando seu desenvolvimento em escala industrial economicamente viavel.

Este estudo também fornece uma revisdo de dados de toxicidade de biocidas anti-
incrustantes e nanomateriais utilizados atualmente. Esses dados sdo Uteis como base

para futuros trabalhos académicos, como também, projetos regulatérios e industriais.
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8 ANEXO

Tabela 9. Material suplementar com os dados de SINC, DCOIT e Ag e sua toxicidade para todas as espécies testadas. Concentragédo inibitéria minima (CIM),
concentracdo biocida minima (CBM), concentracdo de efeito ndo observado (NOEC), concentracdo de efeito mais baixa observada (LOEC), concentracao
efetiva mediana (ECso) para espécies expostas a SINC, DCOIT e Ag. “nd”: ndo determinado. CBM representa a concentracao bactericida / fungicida minima.

o SiNC (mg-L™Y) DCOIT (mg-L™Y) Ag (mg-L™Y)

Espécies

CIM CBM NOEC LOEC ECso CIM CBM NOEC LOEC ECs, CIM CBM NOEC LOEC ECso

B. sutilis 10 nd <1 10 nd 1 =10 <0,1 1 nd nd >1 <0,1 1 nd

V. aestuarinus nd nd <10 nd nd 1 =210 <0,1 1 nd nd 21 <0,1 1 nd

V. parahaemolyticus nd nd <10 nd nd 1 =210 <0,1 1 nd nd >1 <0,1 1 nd

P. citrinum nd nd <10 nd nd 1 =210 <0,1 1 nd nd >1 <0,1 1 nd

P. clerotigenum nd nd <10 nd nd 1 =210 <0,1 1 nd nd > <0,1 1 nd

P. citrinum nd nd <10 nd nd 1 =210 <0,1 1 nd nd >1 <0,1 1 nd

A. niger nd nd <10 nd nd 1 =210 <0,1 1 nd nd >1 <0,1 1 nd

C.minutissima nd nd <0,5 1 2,24 nd nd <0,01 0,05 0,04 nd nd <0005 001 0,021

Tabela 10. Material suplementar com os dados de SINC, DCOIT e Ag e sua toxicidade para todas as espécies testadas. Concentracéo inibitéria minima (CIM),
concentracao biocida minima (CBM), concentracdo de efeito ndo observado (NOEC), concentracdo de efeito mais baixa observada (LOEC), concentracédo
efetiva mediana (ECso) para espécies expostas a SINC, DCOIT e Ag. “nd”: ndo determinado. CBM representa a concentragéo bactericida / fungicida minima.

SINC-DCOIT (mg-L%)

SiNC-Ag (mg-L?Y)

SINC-DCOIT-Ag (mg-L?)

Especies CIM CBM NOEC LOEC ECso CIM CBM NOEC LOEC ECso CIM CBM NOEC LOEC ECs

B. sutilis nd =10 <1 10 nd nd 210 <1 10 nd nd =10 <1 10 nd

V. aestuarinus 1 =10 <0,1 1 nd 1 =210 <0,1 1 nd 1 =210 <0,1 1 nd
V. parahaemolyticus 1 =210 <0,1 1 nd 1 =210 <0,1 1 nd 1 =10 <0,1 1 nd
P. citrinum 1 =10 <0,1 1 nd 1 =10 <0,1 1 nd 1 =210 <0,1 1 nd
P. clerotigenum 1 =10 <0,1 1 nd 1 210 <0,1 1 nd 1 =10 <0,1 1 nd
P. citrinum 1 =10 <0,1 1 nd 1 210 <0,1 1 nd 1 =210 <0,1 1 nd
A. niger 1 =210 <0,1 1 nd 1 =210 <0,1 1 nd 1 =10 <0,1 1 nd
C. minutissima nd nd <0,1 0,5 0,625 nd nd <0,01 0,05 0,582 nd nd <0,01 0,05 0,544
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