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RESUMO

SCHERBATE, Vania Gusso. Avaliacdo da toxicidade aguda de fotocatalisadores de
niobio em Daphnia magna e Artemia salina. 2014. 53 f. Trabalho de Conclusdo de
Curso (Graduacdo em Bacharelado em Quimica com Enfase Ambiental) —
Universidade Tecnologica Federal do Parana. Curitiba, 2014.

O oxido de nidbio (Nb20s) € um sdlido branco, insolivel em agua e estavel. Seus
materiais sdo utilizados em catdlise heterogénea puros, como promotores e/ou
suportes. Devido a sua acidez, € aplicado em reacdes cataliticas de: desidratacéo,
hidratacdo, esterificacdo, hidrolise, condensacdo, alquilagcdo, desidrogenacao e
oxidacdo. Mesmo que sua atividade fotocatalitica ainda seja pouco explorada, sua
toxicidade ao meio ambiente precisa ser avaliada. Neste sentido, o presente trabalho
teve como objetivo avaliar a toxicidade aguda de fotocatalisadores de niébio, com e
sem a presenca de luz visivel e UVA, utilizando como organismos-teste Daphnia
magna e Artemia salina. Os ensaios consistiram na exposi¢cao dos organismos a
diversas concentracdes dos fotocatalisadores, 50, 100, 250, 450 e 650 mg.LL, e a
toxicidade aguda foi avaliada sob trés condi¢fes: fotoperiodo com luz UVA (8h/16h),
fotoperiodo com luz visivel (8h/16h) e auséncia de luz. A auséncia de luz permitiu
avaliar se o composto por si sO ja é tdxico aos organismos e 0s tratamentos que
utilizaram luz permitiram verificar a sua fototoxicidade. Alguns trabalhos relatam a
auséncia de toxicidade aguda de varios fotocatalisadores frequentemente estudados
em relacdo a Daphnia magna. Porém, a avaliacdo da fototoxicidade, ou seja, efeitos
que a radiacdo incidente pode gerar, ainda sado poucos explorados. Nos testes
realizados, nenhum fotocatalisador apresentou toxicidade aguda na auséncia de luz
e, para os comprimentos de onda utilizados aqui, todos os fotocatalisadores de nidbio
utilizados, também ndo apresentaram toxicidade aguda.

Palavras — chave: Microcrustaceo. Radiacdo UVA. Ensaios Ecotoxicoldgicos.



ABSTRACT

SCHERBATE, Véania Gusso. Acute toxicity evaluation of photocatalysts made from
niobium in Daphnia magna and Artemia salina. 2014. 53 p. Trabalho de Conclusao de
Curso (Bacharelado em Quimica Tecnoldgica com Enfase Ambiental) — Universidade
Tecnolégica Federal do Parana. Curitiba, 2014.

The niobium oxide (Nb205) is a white solid, insoluble in water and stable. It's materials
are used pure in heterogeneous catalysis, such as promoters and / or carriers. Due to
its acidity, is applied to catalytic reactions of dehydration, hydration, esterification,
hydrolysis, condensation, alkylation, dehydrogenation, and oxidation. Even if its
photocatalytic activity is still unspoilt, its toxicity to the environment needs to be
assessed. In this sense, the present work aimed to evaluate the acute toxicity of
photocatalysts niobium, with and without the presence of visible light and UVA, using
as test organisms Daphnia magna and Artemia salina. The tests consisted of exposure
of organisms to different concentrations of photocatalysts, 50, 100, 250, 450 and 650
mg L-1, and acute toxicity was evaluated under three conditions: photoperiod with UVA
light (8n / 16h), with photoperiod visible light (8h / 16h) and absence of light. The
absence of light allowed to assess whether the compound alone is toxic to organisms
and the treatments withlight allowed to verify its phototoxicity. Some studies report the
absence of acute toxicity of various photocatalysts often studied in relation to Daphnia
magna. However, the assessment of phototoxicity, in other words, the effect
that the incident radiation can generate, have been few explored. In the tests
performed, no photocatalyst had acute toxicity in the absence of light and, to the
wavelengths used here, all niobium photocatalysts, also showed no acute toxicity.

Keywords: Microcrustacean. UVA radiation. Ecotoxicological tests.
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1 INTRODUCAO

O niébio pode ser empregado na composi¢cdo do aco para torna-lo mais
flexivel e leve, em foguetes, automéveis, oleodutos, gasodutos e grandes estruturas.
O aco inoxidavel contendo nidbio é utilizado em escapamento de veiculos. Além das
aplicacoes siderurgicas, ele também pode ser empregado em turbinas de avides,
lentes Opticas, equipamentos de geracdo de imagens de uso médico (CBMM, 2014) e
seu oxido, na fotocatalise heterogénea (SANTANA; MITUSHASI, FERNANDES-
MACHADO, 2010).

Alguns estudos avaliaram a eficiéncia do 6xido de nidébio como fotocatalisador,
puro ou combinado com o TiOz2, na degradagédo de diversos compostos, como, por
exemplo, fenol (SANTANA; FERNANDES-MACHADO, 2002), efluentes de industria
téxtii (SANTANA; MITUSHASI, FERNANDES-MACHADO, 2005), vinhaca
(SANTANA; FERNANDES-MACHADO, 2008) e corantes (PRADO et al., 2008),
porém, ndo ha estudos sob a toxicidade desses fotocatalisadores.

A reacao da fotocatélise ocorre no meio aquoso e, como os fotocatalisadores
ndo sao totalmente removidos da solugdo, acabam sendo lancados nos corpos
hidricos juntamente com o efluente tratado. Os fotocatalisadores por si s6 podem nao
apresentar toxicidade, porém se fotoativados, este ira gerar radicais hidroxilas que
oxidardo outras substancias do meio, transformando um composto indbcuo em toxico,
(NOGUEIRA; JARDIM, 1998) ou ainda com os organismos ali presentes perturbando
o sistema bioldgico (AMIANO et al., 2012).

Na literatura sdo encontrados trabalhos sobre a avaliacdo da toxicidade de
alguns fotocatalisadores em varias espécies, como por exemplo, a toxicidade do ZnO
em Folsomia candida (KOOL; ORTIZ;, GESTEL, 2011), do Fe203 em Xenopus laevis
(NATIONS et al., 2011), do TiO2 para cladoceros, algas, rotiferos e plantas, entre
outros, porém todos os trabalhos realizam a avaliacdo da toxicidade na auséncia de
luz. Poucos trabalhos que avaliam a fototoxicidade s&o encontrados, sendo todos
realizados para o TiO2. Amiano e colaboradores (2012) avaliaram a toxicidade para a
Daphnia magna sob radiacdo UVA, Marcone e colaboradores (2012), a toxicidade
para Daphnia similis sob radiacdo UVA e visivel e Dalai e colaboradores (2013) a

toxicidade para Ceriodaphnia dubia sob radiacao visivel.
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Portanto, este trabalho tem por objetivo avaliar a toxicidade de
fotocatalisadores de nidbio, na auséncia e na presenca de luz, empregando ensaios

ecotoxicoldégicos com os microcrustaceos Daphnia magna e Artemia salina.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a toxicidade e a fototoxicidade aguda de fotocatalisadores de nidbio.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Elaborar e otimizar um sistema em MDF (caixas), com controle de temperatura e
luminosidade, que permitam a realizacdo dos testes de toxicidade e fototoxicidade
adaptados das normas N-2588 (PETROBRAS, 1996) e NBR 12713 (ABNT, 2009),

com e sem radiacao.

- Adaptar os protocolos para teste de toxicidade com Daphnia magna e Artemia salina
para acrescentar as radiacdes UVA e visivel para avaliar a toxicidade e fototoxicidade

dos fotocatalisadores.

- Avaliar a ecotoxicidade dos fotocatalisadores de niébio frente a Daphnia magna e

Artemia salina nas trés condi¢des de radiacdo: UVA, visivel e escuro.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 ASPECTOS GERAIS

O crescimento populacional fez com que aumentasse a quantidade de
recursos naturais utilizados para suprir as necessidades e desejos da humanidade,
consequentemente, essa atividade fez aumentar a quantidade de residuos gerados.
Além disso, a industrializac&o trouxe muitos produtos quimicos potencialmente toxicos
e a geracdo de residuos em quantidades prejudiciais ao meio ambiente
(BENDASSOLLI et al., 2003), ou seja, a contaminacdo ambiental, relacionada as
substancias quimicas, é devido a grande industrializacdo, aumento da utilizacdo de
veiculos e uso intensivo dos recursos naturais disponiveis (AZEVEDO; CHASIN,
2004).

A poluicdo ao meio ambiente se tornou mais evidente com o aumento das
doencas transmitidas pelos corpos hidricos, devido a falta de saneamento basico e de
tratamento dos residuos liquidos. Somente no ano de 1960 a polui¢do foi reconhecida
internacionalmente por causa dos problemas causados ao homem e ao meio
ambiente (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008).

Nas Ultimas décadas aumentou o interesse do ser humano pelas questdes
ambientais devido aos varios acidentes, ndo sO regionais, mas também de
repercussdo mundial, como: o uso indiscriminado do DDT que causou a morte de
passaros nos Estados Unidos; a contaminagdo por mercurio, cadmio e bifenilas
policloradas (PCB’s) no Jap&o; contaminagéo por isocianato de metila na india e por
dioxinas na Iltalia. Ambos foram responsaveis pela morte de inUmeras pessoas
(ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008).

Com base em todos estes acontecimentos, foi observado que o ambiente
aguatico ndo € um lugar de diluicao infinita da poluicdo gerada. Assim, surgiu a
necessidade do desenvolvimento sustentavel e praticas de producéo “verde”, as quais
evitem o desperdicio e gerem menos residuos (OGA; CAMARGO; BATISTUZZO,
2008). Porém, mesmo que as quantidades de residuos e efluentes gerados tenham

sido reduzidas e melhor monitoradas, ainda podem ser prejudiciais ao meio ambiente,
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em curto ou longo prazo, sendo assim, h4a a necessidade de uma éarea do
conhecimento especffica para este tipo de andlise e esta area é a Ecotoxicologia.

A Ecotoxicologia € uma ciéncia multidisciplinar que estuda os efeitos toxicos
das substancias quimicas e efluentes industriais sob 0s organismos vivos, animais ou
vegetais, aquaticos ou terrestres, que constituem a biosfera, a entrada e transferéncia
dos poluentes na cadeia trofica e seu destino nos diferentes compartimentos
(MANAHAN, 2010; OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2008). E uma jungdo dos
conceitos de Ecologia e de Toxicologia, exigindo ainda algumas no¢des basicas de
Biologia, Quimica, Bioquimica, Fisiologia, Oceanografia, Limnologia, Estatistica,
dentre outras. A andlise estatistica e a modelagem matematica sdo de fundamental
importancia para quantificar e predizer os efeitos bioldgicos e determinar sua
probabilidade de acontecer nas diferentes condicdes ambientais (COSTA; OLIVI,
2008). Porém, muitos ainda confundem a Ecotoxicologia com a Toxicologia Classica.

Para diferencia-las, as principais caracteristicas sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Principais diferencas entre Ecotoxicologia e Toxicologia Classica.

(continua)
Toxicologia Classica (mamiferos) Ecotoxicologia
Objetivo: proteger a espécie de interesse (0 Objetivo: proteger populaces e comunidades
homem). (aves, plantas, mamiferos e outros organismos,
aquaticos e terrestres).
Animais utilizados para prote¢do do homem: Podem-se utilizar os proprios animais que se
rato, camundongo, coelho, cobaia, etc. pretende proteger.
Como a espécie de interesse € o homem, ha Nao é possivel utilizar nos testes todas as
menor grau de incerteza na extrapolagdo de espécies existentes, pois 0 nimero de
dados. organismos existentes é maior e,

consequentemente, o grau de incerteza na

extrapolacdo dos dados também é maior.

Os organismos teste sdo homeotérmicos (a A extrapolagdo dos dados de toxicidade é mais
temperatura do corpo € uniforme e dificil devido as variagfes dos fatores
independente da temperatura do ambiente), ambientais (por exemplo, dureza das aguas,

portanto, a toxicidade é facilmente previsivel. temperatura, pH, etc.).
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Tabela 1 - Principais diferencas entre Ecotoxicologia e Toxicologia Classica.
(concluséo)

Toxicologia Classica (mamiferos) Ecotoxicologia
A dose do agente quimico é calculada e A concentracao do agente quimico no meio (ar,
injetada diretamente no individuo. agua, solo ou alimento) é mais variavel.
Ha muita pesquisa basica nessa area, sendo a Menor quantidade de pesquisa na area, € a
énfase maior dada a compreensédo do maior énfase sdo dadas a medida da
mecanismo de agéo. concentracdo do agente quimico no meio, com

vistas as necessidades reguladoras,

mecanismos de acdo e relagcédo

estrutura/atividade.
Metodologia bem desenwlvida, sendo suas Métodos mais nowos, alguns padronizados,
limitagdes e utilizagdo bem conhecidas. outros ainda em desenvolvimento.

Fonte: ZAGATTO; BERTOLETTI (2008)

3.2 FOTOCATALISE HETEROGENEA

O maior problema da sociedade moderna é a contaminacdo do meio ambiente
por efluentes, com uma grande quantidade de poluentes quimicos, provenientes das
mais diversas atividades (NOGUEIRA; JARDIM, 1998). Um exemplo destes poluentes
sao 0s corantes sintéticos, que quando lancados no rio, sem tratamento, impedem a
realizacdo da fotossintese pelas plantas aquéticas e ao atingir uma estacdo de
captacdo e tratamento de &agua, comprometem o abastecimento populacional
(CERVANTES; ZAIA; SANTANA, 2009).

Muitas tecnologias tém sido propostas para remediar aguas e efluentes.
Dentre as formas alternativas de tratamento, destacam-se 0S processos oxidativos
avancados (POASs). Estes processos se baseiam na formacédo de radicais hidroxilas
(eOH), espécie altamente oxidante, que pode reagir com 0 composto organico
promovendo sua completa mineralizagdo (MACEDO et al., 2006). Os POAs se
dividem em homogéneos e heterogéneos, podendo citar como heterogéneo a
fotocatalise heterogénea, que utiliza semicondutores, especialmente Oxidos
metalicos. Os semicondutores mais utilizados sao: dioxido de titanio (TiOz2), oxido de
zinco (ZnO), tribxido de tungsténio (WQO3), trioxido de estroncio (SrOz), 6xido de ferro
ll (Fe203) e pentéxido de niébio (Nb20s) (CERVANTES; ZAIA; SANTANA, 2009).
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A fotocatalise heterogénea teve sua origem na década de 1970 quando
comecaram a ser desenvolvidas as células fotoeletroquimicas visando a
transformacdo de luz solar em quimica para producdo de combustiveis. Sua
aplicacdo, como método de destruicdo de poluentes, foi explorada pela primeira vez
em 1983 quando se obteve total mineralizacdo, do cloroférmio e tricloroetileno, para
ions inorganicos quando estes foram expostos a iluminacdo com uma suspensdo de
TiO2. Desde entdo, este método vem sendo amplamente estudado (NOGUEIRA;
JARDIM, 1998).

Para a fotocatalise ocorrer precisa haver a ativagcdo de um semicondutor por
luz solar ou artificial. Quando um catalisador é exposto a radiacao ultravioleta, elétrons
sdo promovidos da banda de valéncia (BV) para a banda de conducédo (BC),
produzindo uma lacuna na banda de valéncia e elétrons na banda de conducéo
(RAUF; ASHRAF, 2009; MACEDO et al., 2006).

A energia necessaria para promover um elétron da banda de valéncia para a
banda de conducdo é denominada de “bandgap”. Ainda pode haver a reacdo dos
elétrons da banda de conducdo com 0, produzindo o radical de oxigénio O+ e a
reacdo da lacuna da banda de valéncia com a &gua, produzindo radicais hidroxila
(OH+) (RAUF; ASHRAF, 2009). A competicdo entre a promocdo do elétron e a
recombinagdo do elétron com a lacuna formada é que determinam a eficiéncia da
fotocatalise (NOGUEIRA; JARDIM, 1998; CERVANTES, 2009). A Figura 1 traz um

esquema representativo da particula de um semicondutor.
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Figura 1 - Esquema representativo de uma particula de semicondutor, onde BV: banda de
valéncia, e BC: banda de conducédo. Fonte: NOGUEIRA; JARDIM, 1998.
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Segundo Lopes, Paris e Ribeiro (2014), a energia de “bandgap” do pentdéxido
de niébio varia de 3,1 a 4,0 eV, cujo valor € muito parecido com a do TiOz,
fotocatalisador mais empregado em fotocatalise, cuja energia de “bandgap” € de 3,2
eV, além de possuir alta absor¢cdo em todo o espectro de luz. Ao contrario do TiOz,

seus hidrocolbéides ndo sao estaveis, sendo passivel de recuperacédo e reuso.

3.3 OXIDO DE NIOBIO

No Brasil, a empresa responsavel pela extracdo e processamento do metal €
a CBMM (Companhia Brasileira de Metalurgia e Mineragdo), localizada em Araxa —
Minas Gerais, fundada na década de 50. Além do nidbio metalico, a empresa também
comercializa ferronidbio, 6xidos e ligas de nidbio de grau vacuo (usado na fabricacéo
de superligas empregadas na fabricacdo de motores de aeronaves e turbinas
terrestres de geragéo de energia elétrica) (CBMM, 2014).

Segundo Zhao et al. (2012) o pentoxido de nidbio existe em muitas formas
polimorficas, porém as mais comuns sdo: a pseudo-hexagonal (TT-Nb20Os), a
ortorrbmbica (T-Nb20s) e a monociclica (H-Nb20s), sendo a fase menos estavel a
pseudo-hexagonal e a mais termodinamicamente estavel a monociclica. As formas
podem ser alteradas entre si através do tratamento térmico.

Na forma pseudo-hexagonal o atomo de niébio fica situado no centro de
guatro, cinco ou seis atomos de oxigénio no plano ab, e, no eixo ¢, sdo formadas
cadeias de estrutura Nb-O-Nb-O. Devido a deficiéncia de oxigénio por célula, ocorre
uma distorcao do poliedro. Na forma ortorrbmbica, os atomos de nidbio ficam situados
entre seis ou sete atomos de oxigénio, levando a formacao de octaedros distorcidos
ou bipiramides pentagonais. E, a forma monociclica é formada por 3x4 e 3x5 blocos
de octaedros de NbOs, que séo ligados por compartilhamento de borda com uma
mudanca de meia dimens&o da célula unitéria ao longo do eixo ¢ (ZHAO etal., 2012).
Todas as estruturas citadas do pentoxido de nidbio podem ser observadas na Figura
2.

O uso do 6xido de nidbio como fotocatalisador, puro ou combinado com o TiO2
ou outros 6xidos metalicos, é encontrado na literatura, por exemplo, na degradacéo
de diversos compostos como fenol (SANTANA; FERNANDES-MACHADO, 2002; LAM
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et al., 2014), efluentes de industria téxtil (SANTANA; MITUSHASI; FERNANDES-
MACHADO, 2005), vinhaca (SANTANA; FERNANDES-MACHADO, 2008), corantes
(PRADO et al., 2008; LOPES; PARIS; RIBEIRO, 2014) e oxidacdo de a-feniletanol
(YAN etal., 2014).

Figura 2 — Estruturas polimoérficas do pentéxido de nidbio. Em (a) forma pseudo-hexagonal
(TT-Nb20s), em (b) forma ortorrdbmbica (T-Nb20s) e em (c) forma monociclica (H-Nb2Os) - pontos
vermelhos representam atomos de oxigénio e pontos azuis atomos de niébio. Fonte: Zhao et
al., 2012.
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3.4 ENSAIOS ECOTOXICOLOGICOS EM MEIO HIDRICO

Os ensaios ou bioensaios sdo testes realizados em laboratério para
determinar o efeito biolégico das substancias quimicas, conhecidas ou
desconhecidas, para uma cultura de células vivas ou em um organismo teste. Através
destes ensaios pode-se chegar a conclusdes como: concentracdo da substancia que
causa efeito adverso a 50% dos individuos (CE50); se a substancia é carcinogénica,
teratogénica, desruptor endocrino ou se ela € capaz de se acumular em tecidos
especificos ou érgaos (USEPA, 2002).

Os ensaios devem ser realizados com organismos representativos da coluna
d’agua ou dos sedimentos tanto de agua doce, marinha ou estuarina. Tais testes
permitem determinar a toxicidade das substancias quimicas, efluentes liquidos, entre
outros; estabelecer padrées de qualidade da agua; estabelecer limites maximos de
lancamento e avaliar o impacto de determinada substéncia a curto e longo prazo
(HAMADA, 2008). O efeito observado em curto prazo é também conhecido como
efeito agudo, no qual o organismo é submetido a substancia de interesse por um curto
periodo de exposicao (até 96 horas) e o efeito deletério se manifesta de forma rapida
e severa. Ja o efeito de longo prazo também recebe o nome de efeito crénico, com o
efeito deletério da substancia se manifestando apos dias ou anos de exposicéo
(DEZOTTI, 2008). Como ndo existe uma espécie que atenda a todos 0s requisitos
para todos os ecossistemas, na Tabela 2 sdo apresentadas algumas das espécies
mais utilizadas para ensaios ecotoxicolégicos, representantes de diferentes niveis

troficos.

Tabela 2 - Espécies mais utilizadas para testes ecotoxicolégicos em diferentes niveis troficos.
(continua)

Grupo taxondémico Espécies

Chlorella vulgaris, Scenedesmus quadricauda,
Algas de agua doce Scenedesmus subspicatus, Pseudokirchneriella

subcapitata

. Phaeodactylum tricornutum, Asterionella
Algas de agua marinha . ) . .
japobnica, Dunaliella tertiolecta, Champia parvula

. } i Daphnia magna, Daphnia similis, Ceriodaphnia
Microcrustaceos de 4gua doce
dubia, Hyalella aztecai
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Tabela 2 - Espécies mais utilizadas para testes ecotoxicolégicos em diferentes niveis tréficos.
(concluséo)

Grupo taxonémico Espécies

Pimephales promelas, Danio rerio, Poecilia
Peixes de agua doce reticulata, Oncorhynchus mykiss, Lepomis

macrocgirus

_ ) Menidia beryllina, Menidia menidia, Cyprinodon
Peixes de agua marinha

variegatus
Insetos de agua doce Chironomus sp., Hexagenia sp.
Bactérias de agua doce Spirillum volutans, Pseudomonas fluorescens
Bactérias de agua marinha Vibrio ficheri (Photobacterium phosphoreum)

Mysidopsis bahia, Mysidopsis juniae,
Microcrustaceos de agua marinha Leptocheirus plumulosus, Tiburonella viscana,

Artemia salina

Moluscos de agua marinha Mytilus edulis, Crassostrea rhizophorae

) Arbacia lixula, Lytechinus variegatus, Arbacia
Equinodermos
punctulata

Fonte: ZAGATTO; BERTOLETTI (2008).

Para a expressdo dos resultados normalmente sao utilizados a concentracao
letal para 50% dos organismos (CL50), concentracdo inibitoria (Cl), concentracdo
efetiva para 50% dos organismos (CE50), concentracdo de efeito observado (CEO) e
concentracdo de efeito ndo observado (CENO). Para a expressao do efeito agudo os
mais utilizados sdo o CL50 e CE50. JA a CENO e CEO, sdo mais utilizados para
ensaios de efeito crénico. A CI é utilizada em ambos os ensaios (ROMANELLI, 2004;
HAMADA, 2008).

3.5 BIOENSAIOS COM DAPHNIA MAGNA

Testes utilizando Daphnia magna s&do considerados os mais utilizados
internacionalmente para avaliacdo da toxicidade dos produtos quimicos (PERSONNE
etal., 2009). O género Daphnia € muito utilizado em ensaios ecotoxicoldgicos por seu
povoamento representativo na coluna d’agua e por serem facilmente cultivados em

laboratério devido ao seu pequeno tamanho, requisitando um volume menor de agua
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de diluicdo quando comparado com algas e peixes. Ainda, como estes organismos se
reproduzem por partenogénese, garante a producdo de apenas fémeas
geneticamente idénticas e, consequentemente, aobtencdo de organismos-testes com
uma sensibilidade constante (BROTA, 2012; FREAR; BOYD, 1967). Além disso, em
comparacdo com outros invertebrados de agua doce, é relativamente sensivel a
produtos quimicos (RIZZO, 2011; BAIRD, 2002; RADIX et al., 1999; VERSTEEG et
al.,1997).

Daphnia magna (Figura 3), vulgarmente conhecida como pulga d’agua, € um
consumidor primario e considerado um organismo grande, se comparado a outros
microcrustaceos, medindo de 5 a 6 mm de comprimento, encontrado em lagos,

represas, rios e planicies inundadas (KNIE; LOPES, 2004).

Figura 3 - Daphnia magna
Fonte: CIENCIA HOJE, 2014.

Quando cultivadas em laboratorio sdo alimentadas com algas verdes como
Pseudokirchneriella subcapitata, Desmodesmus subspicatus ou Chlorellasp (RATTE
et al., 2003). Suas pernas toracicas sdo compostas por cerdas que retém as algas e
entdo, estas sdo transferidas para a boca, trituradas pelas mandibulas e encaminhado
para o trato digestivo (KNIE; LOPES, 2004).

Para estabelecer o intervalo das concentragbes que serdo utilizadas nas
andlises érealizado um ensaio preliminar, pois com ele é estabelecida a solucdo teste

gue causa 100% da imobilidade dos organismos e a que nédo se observa imobilidade.
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Este ensaio pode ser realizado com um periodo de até 48h e com no minimo 5
organismos (ABNT, 2009).

ApOs a obtencado do intervalo da analise, é preparado uma série de solugdes
teste e um controle com o mesmo nimero de replicatas, somente com agua de
diluicdo e os organismos teste. Para cada diluicdo e controle se deve adicionar no
minimo 20 organismos e pelo menos duas replicatas. Se for realizar a CE50, devem
ser utilizadas cinco solucdes teste no minimo e mais o controle (ABNT, 2009).

O ensaio deve ser realizado por 48 h e com uma temperatura de 18 a 22 °C,
em ambiente escuro ou com fotoperiodo de 12 a 16 h de luz difusa, sem a alimentacéo
dos organismos e as solugbes testes devem ser preparadas no momento da
realizacdo do ensaio, utilizando as quantidades necessarias de amostra e agua de
diluicdo (ABNT, 2009).

Depois do periodo de andlise é realizada a contagem dos organismos imoéveis
em cada recipiente. O resultado pode ser expresso em CE50, para ensaios com
solucdes de concentracdo conhecida, ou fator de toxicidade (FT), para amostras que
nao se conhece a concentragdo (ABNT, 2009).

Na literatura séo encontrados trabalhos que avaliaram a toxicidade aguda de
fotocatalisadores com a Daphnia magna na auséncia de luz, como Santo et al. (2014)
gue avaliaram a toxicidade aguda do ZnO; Zhu, Chang e Chen (2010), Strigul et al.
(2009) e tambéem Dabrunz et al. (2011) que avaliaram a toxicidade do TiO2. Na
presenca de radiagcdo pode-se citar os trabalhos de Amiano et al. (2012) e Ma,
Brennan e Diamond (2012) que avaliaram a toxicidade aguda do TiO2 sob radiacao

UVA e solar, respectivamente.

3.6 BIOENSAIOS COM ARTEMIA SALINA

Artemia salina € um microcrustaceo de agua marinha (Figura 4) que possuli
grande distribuicdo do género pelo mundo, sendo tal fato atribuido a reproducéao
partenogénica com producao de cistos. Organismo de facil manutencdo em condi¢cdes
de laboratério e amplamente utilizado em ensaios ecotoxicolégicos por ser, assim
como a daphnia, representativo da coluna d’agua (PIMENTEL et al., 2011) e também

por gerar uma menor quantidade de residuos (NUNES et al., 2006).
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Figura 4 - Artemia salina.
Fonte: ZOONAR, 2014.

Bioensaios utilizando Artemia sp consistem na exposicdo dos nauplios na fase
Il oulll (Figura 5), por um periodo de 24 e/ou 48 horas, a diferentes concentracdes da
amostra a ser testada, sendo cada concentracdo testada em triplicata, no minimo.
ApoOs o periodo de exposicdo sdo contados os nauplios imoOveis de todos o0s
recipientes. O resultado é expresso como a concentracdo da amostra que causa a
imobilidade em 50% dos organismos-teste, apos o periodo de 24 h e/ou 48 horas
(CE50) (PETROBRAS, 1996).

Juntamente com as concentracdes-teste deve ser realizado um grupo
controle, onde os organismos-teste sdo colocados somente em agua salina. Por ser
um organismo de agua marinha, as concentracdes-testes também devem ser
preparadas com a agua salina. Os testes sO sao validados se o grupo controle ndo
apresentar mortalidade maior que 10% e se a CE5024h, com a substancia de referéncia
[Dodecil sulfato de sodio (DSS)], estiver entre 13,1 e 30,9 mg.L'! (PETROBRAS,
1996).
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Figura 5 - Ciclo de vida da Artemia salina.
Fonte: Adaptado de WILD ABOUT UTAH (2014)

Na literatura, até onde se pdode investigar, foram encontrados dois trabalhos
gue avaliaram a toxicidade aguda do fotocatalisador TiO2 para o género Artemia. O
trabalho de Ates et al. (2013) avalia a toxicidade deste fotocatalisador para a Artemia
salina sem radiacao, e o trabalho de Minetto, Libralato e Ghirardini (2014) que citam
um trabalho que avaliou a toxicidade aguda do TiO2 para a Artemia franciscana sob
radiacdo, porém ndo é citado o comprimento de onda utilizado.
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4 METODOLOGIA

4.1 FOTOCATALISADORES

Foram empregados trés fotocatalisadores a base de nidbio nos ensaios de
ecotoxicidade: Nb20s (calcinado a 500 °C), acido niébico e o diéxido de titanio
impregnado com acido nidbico, e, para comparacao, também foram realizados testes
com o TiO2 P25 Degussa, os quais foram fornecidos pelo grupo de pesquisa GPTec
(Grupo de Pesquisa em Tecnologias Avancadas de Tratamento de Aguas e Efluentes)

da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana.

4.2 MONTAGEM DAS CAMARAS EM MDF

Os ensaios de toxicidade e fototoxicidade agudas foram realizados em
camaras montadas de acordo com o trabalho de Marcone et al. (2012). As camaras
foram construidas utilizando chapas de MDF (Medium Density Fiberboard) com 1,5
cm de espessura, com 50 x 45 x 35 cm (dimensdes internas) e tampa com 53 x 48 x
3,5 cm. Primeiramente, foi instalado um cooler XT Axial Fan 120 x 120 x 38 mm para
eliminar a interferéncia do aquecimento causado pelas lampadas e auxiliar na
ventilacdo, em seguida um dimer para controlar a velocidade do cooler e um
termémetro digital Digital Thermometer TPM-10. Na parte externa da tampa foi
instalado um reator OSRAM EZ-Tronic EZ-A-Plus 2 x 16 W Bivolt-T8 e, na parte

interna, suportes para encaixe das lampadas.

4.3 AMOSTRAS DE FOTOCATALISADORES TESTADAS

As amostras dos fotocatalisadores foram preparadas com agua de diluicdo

para ensaios ecotoxicoldégicos com Daphnia magna (ABNT, 2009) e em agua salina
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para ensaios com Artemia salina (PETROBRAS, 1996), onde as devidas quantidades
de cadareagente foram adicionadas as respectivas aguas, preparando concentragées
de 50 a 650 mg.Lt. Para uma melhor homogeneizacdo das amostras, devido o
material ser insolivel e permanecer em suspensdo, as solugdes foram submetidas ao

banho de ultrassom, em Cuba de Ultrassom Cristofoli (Figura 6), por 30 minutos.

Figura 6 - Cuba de Ultrassom Cristéfoli.

As amostras submetidas ao espectrofotbmetro UV-Vis foram preparadas com
agua de osmose reversa, onde foram preparados 100 mL de solucdo para cada
fotocatalisador nas concentracées de 50 mg.L'! para o TiO2, 100 mg.L! para o
Nb20s.nH20 e para o Nb20s e 250 mg.L-! para TiO2/Nb20s. Todas foram submetidas
ao banho de ultrassom, para melhor homogeneizacdo da amostra, por 30 minutos.
Foram utilizadas estas concentracbes dos fotocatalisadores, pois foram as que
apresentaram uma melhor absorbancia nas avaliagdes preliminares.

Depois de preparadas as solucdes, estas foram transferidas para uma cubeta
de quartzo e esta foi inserida em um Espectrofotometro Varian, modelo Cary 50, para
analisar a absorbancia das amostras.
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4.4 AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA DOS FOTOCATALISADORES EM
DAPHNIA MAGNA

Os organismos utilizados para os testes foram fornecidos pelo Laboratério de
Ecotoxicologia da Universidade Tecnologica Federal do Parand, cultivados seguindo
0s protocolos estabelecidos pela NBR 12713 (ABNT, 2009). A alimentacdo das
dafnias foi realizada com a alga Desmodesmus subspicatus uma vez ao dia. Os
recipientes com os organismos foram mantidos em temperatura de 20 £ 2°C e
fotoperiodo (claro/escuro) de 12/12 horas. Os microcrustaceos tiveram sua
sensibilidade monitorada quinzenalmente com solugdo de dicromato de potassio
(K2Cr207).

A solucdo de K2Cr207 € uma das substancias de referéncia, as quais sao
utilizadas como cartas-controle, para garantir a qualidade analitica dos estudos com
testes agudos de toxicidade e também avaliar as alteracées sazonais na sensibilidade
dos organismos, aumentando a confiabilidade dos dados gerados (USEPA, 2002;
ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008). Segundo a norma ISO 6341 (1996), os valores
limites para a sensibilidade da Daphnia magna com o dicromato de potassio sao na
faixa de 0,6 a 1,7 mg.L-1 de CE50 em 24 horas (KNIE; LOPES, 2004; ISO, 1996).

4 4.1 Teste de sensibilidade e carta controle

Foram preparadas 7 concentracdes de K2Cr207, (0,36, 0,47, 0,62, 0,82, 1,07,
1,41 e 1,86 mg.L ). Apds, foram transferidos 20 mL de cada concentracdo para
béquer de 50 mL, sendo cada concentracao feita em triplicata. Também foi realizado,
em triplicata, um grupo controle somente com agua de diluicdo. Por ultimo, foi
acrescentado em cada béquer 10 organismos com até 24 horas de idade. Os
béqueres foram colocados em uma bandeja, cobertos com papel aluminio e em
seguida encaminhados para a BOD por 24 horas no escuro. Terminado o periodo de
teste foi realizada a contagem dos organismos imoveis. Sendo o teste validado

somente se, no grupo controle, a imobilidade ndo ultrapassar 10% (ABNT, 2009).



29

4.4.2 Ensaios preliminares com Daphnia magna

Foram preparadas 5 concentragbes dos fotocatalisadores (50, 100, 250, 450
e 650 mg.L1). Em seguida, essas solucées foram submetidas ao banho de ultrassom
por 30 minutos. Apds, com auxilio de pipeta volumétrica e pipetador, foram
transferidos 15 mL de cada concentracdo para béquer de 50 mL, sendo cada
concentracdo feita em triplicata. Também foi realizado, em triplicata, um grupo
controle somente com agua de diluicdo. Por ultimo, foi acrescentado em cada béquer
5 organismos com até 24 horas de idade. Os béqueres foram colocados em uma
bandeja, cobertos com papel aluminio e em seguida encaminhados para a BOD por
48 horas no escuro. Terminado o periodo de teste foi realizada a contagem dos
organismos imoéveis. Sendo o teste validado somente se, no grupo controle, a

imobilidade ndo ultrapassar 10%.

4.4.3 Avaliacdo da toxicidade e fototoxicidade aguda

Para a avaliacdo da toxicidade e fototoxicidade aguda foram realizados testes
em trés condi¢des: sob radiacdo UVA, radiacdo visivel e auséncia de luz. Para a
andlise do efeito da radiacdo UVA foram utilizadas duas lampadas fluorescentes UVA
de 15 W cada (Sylvania fluorescente T-8 blacklight Blue) e para a radiagdo visivel
duas lampadas fluorescentes extra luz do dia também de 15 W cada (Philips
temperatura de cor de 5000 K).

Os ensaios de toxicidade e fototoxicidade aguda seguiram os protocolos da
norma NBR 12713 (ABNT, 2009), como mencionado anteriormente, porém com
algumas modificacbes (radiacdo incidente e quantidade de organismos). Cada
concentracdo e o controle (somente agua de diluicdo) foram realizados em triplicata.
O teste so foi validado quando no controle ndo ultrapassou o percentual de 10% de
organismos imdveis.

Foram colocados 5 organismos neonatos (com até 24 horas de idade) em
cada béquer de 50 mL, contendo 15 mL das solucbes preparadas, pois a radiacao

precisara atingir o material decantado e em suspenséo. Estando pronto os recipientes,
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estes foram colocados nas caixas. O experimento foi realizado em uma temperatura
de 20 + 2 °C e teve duragdo de 48 horas, onde 0s ensaios sob radiagdo foram
realizados com fotoperiodo (luz/escuro) de 8/16 h e 0S ensaios no escuro

permaneceram as 48 horas sem luz.

45 AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA DOS FOTOCATALISADORES EM
ARTEMIA SALINA

4.5.1 Eclosao dos cistos e obtengdo dos nauplios

A obtencdo dos nauplios e os testes de toxicidade seguiram a norma N-2588
da Petrobras (1996) com pequenas alteraces. Em um béquer de 1 L foi pesado 7,5
g do sal marinho Tropic Marin, adicionou-se, com o auxiio de uma proveta, 250 mL
de 4gua deionizada e deixou sob aeracdo por 15 minutos. Em seguida, transferiu-se
a agua salina do béquer de 1 L para um de 250 mL e acrescentou uma ponta de
espatula (aproximadamente 0,125 g) de cistos de Artemia salina, embrulhando o
béquer com papel aluminio e deixando-o em estufa por 24 horas a uma temperatura
de 25°C.

Passado as 24 horas, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, foi realizado a
separacédo dos nauplios dos cistos, sendo 0s nauplios colocados em outro béquer de
250 mL contendo 250 mL de solugdo salina previamente aerada. O béquer com os
nauplios foi novamente embrulhado com papel aluminio e colocado em estufa por 24

horas a temperatura de 25°C.

4 5.2 Testes de sensibilidade

A fim de avaliar a sensibilidade dos nauplios para realizacdo dos bioensaios,
foram preparadas 6 concentracdes do dodecil sulfato de sodio (9, 12, 16, 21, 27 e 35

mg.L1), e um grupo controle, com a agua salina. Em seguida, com auxiio de uma
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micropipeta, foram transferidos 10 organismos, com até 48 horas de idade, para cada
poco das placas de 24 pocos e estes preenchidos com 2 mL de cada concentracao.
O teste foi realizado em quadruplicata. As placas foram colocadas em estufa por 24

horas no escuro, apés esse periodo foi realizada a contagem dos organismos imoveis.

4.5.3 Ensaios preliminares com Artemia salina

Em agua salina, foram preparadas 5 concentra¢des dos fotocatalisadores, 50,
100, 250, 450 e 650 mg.L 1. Em seguida, essas solugdes foram submetidas ao banho
de ultrassom por 30 minutos. Apds, com auxiio de uma micropipeta, foram
transferidos 10 organismos, com até 48 horas de idade, para cada poco das placas
de 24 pocos e estes preenchidos com 2 mL de cada concentracdo e também, uma
coluna de pocos, com agua salina para o grupo controle, sendo todos feitos em
quadruplicata. As placas foram colocadas em estufa por 48 horas no escuro, sendo
realizada a contagem dos organismos iméveis com 24 e 48 horas de teste. O teste foi
validado somente quando, no grupo controle, a imobilidade ndo ultrapassou de 10%
e o teste de sensibilidade com o DSS apresentou CE5024n entre 13,1 e 30,9 mg.L?
(PETROBRAS, 1996).

4.5.4 Avaliacdo da toxicidade e fototoxicidade aguda

Para a avaliagao da toxicidade foram realizados testes em trés condigdes: sob
radiacdo UVA, radiacao visivel e auséncia de luz. As camaras e lampadas foram as
mesmas descritas nos itens 5.2 e 5.4.3, respectivamente.

Os ensaios de toxicidade aguda seguiram os protocolos da N-2588
(PETROBRAS, 1996), porém com a modificac&o da utilizacido da radiacgéo incidente.
Cada concentracdo e o controle (somente agua salina) foram realizados em
quadruplicata. No controle ndo devera ser ultrapassado o percentual de 10% de
organismos imoveis, caso isto ocorra o teste ndo sera validado e deve-se realizar um

novo.
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Em agua salina, foram preparadas 5 concentracées dos fotocatalisadores (50,
100, 250, 450 e 650 mg.L1). Em seguida, essas solugGes foram submetidas ao banho
de ultrassom por 30 minutos. Apos, com auxilio de uma micropipeta, foram
transferidos 10 organismos, com até 48 horas de idade, para cada poco das placas e
estes preenchidos com 2 mL de cada concentracdo e também com agua salina para
0 grupo controle, sendo todos feitos em quadruplicata. As placas foram colocadas na
caixa por 48 horas, com fotoperiodo de 8/16 h (luzescuro), sendo realizada a
contagem dos organismos imdveis com 24 e 48 horas de teste. O teste foi validado
somente quando, no grupo controle, a imobilidade ndo ultrapassou de 10% e o teste

de sensibilidade com o DSS apresentou CE5024nh entre 13,1 e 30,9 mg.L.

4.6 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Para o célculo da CE50 dos fotocatalisadores com nidbio testados e
elaboracdo de graficos, foi utilizado um programa estatistico e grafico,

respectivamente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 MONTAGEM DAS CAMARAS

As camaras prontas sao apresentadas na Figura 7. Porém, em testes
preliminares, com a lampada, observou-se que apenas 0 cooler ndo proporcionava a
refrigeracdo necessaria, assim sendo, foi acoplado um ar condicionado Springer
Carrier QQA105BBB (Figura 8 a), um microcontrolador Arduino Mega (Figura 8 b) para
controlar o ar condicionado e, para maior conforto, um timer ICEL Tl 10 (Figura 8 c)

para ligar e desligar as lampadas.

Figura 7 - Caixas utilizadas para a realizacdo dos testes. Sendo em (a) e (b) a caixa adaptada
para a utilizacdo das lampadas, com destaque das lampadas em (a), e sdo mostrados em (c) e
(d) a caixa para 0s ensaios no escuro.
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Figura 8 - Equipamentos utilizados para auxiliar no controle da temperatura, sendo em (a) o ar
condicionado, em (b) o microcontrolador e em (c) o timer.

Com a adi¢cdo desses equipamentos ndo foi necessério utilizar o cooler, o
dimmer e o termémetro, pois a saida de ar do ar condicionado foi adaptada para o
local onde ficava o cooler e o microcontrolador, através do sensor de temperatura
ligado a ele, controlava a temperatura em que o ar condicionado deveria ligar e
desligar para manter a temperatura no interior da caixa no intervalo de 18 a 22 °C.

Para maior conforto e exatiddo no tempo de luminosidade, foi acrescentado o timer.

5.2 AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA DOS FOTOCATALISADORES EM
DAPHNIA MAGNA

5.2.1 Ensaios preliminares com Daphnia magna

Os testes de sensibilidade (carta controle no Anexo A) revelaram uma CE50
de 0,92 mg.L! para o dicromato de potassio, indicando que os organismos utilizados
nos ensaios se encontram dentro da faixa de sensibilidade esperada (CE50 de 0,6 a
1,7 mg.L1) para o composto de referéncia, conforme ISO 6341 (ISO, 1996).

Os resultados obtidos para o0s ensaios preliminares de todos os

fotocatalisadores estdo apresentados na Tabela 3.
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Com base nos dados obtidos foi calculada a CE50 para cada fotocatalisador,
onde todos apresentaram uma CE50 > 650 mg.Ll. Devido a dificuldade para
homogeneizacdo da amostra com a maior concentracao utilizada, optou-se por manter
as concentracfes para os testes com as luzes UVA e visivel. Outro ponto que
contribuiu para a escolha foi o fato das substancias serem fotocatalisadores, as quais,
quando submetidas a radiagdo, principalmente a UV, geram espécies reativas de
oxigénio (EROs), como os radicais hidroxila, as quais podem reagir com 0s

organismos no meio, promovendo aumento na toxicidade da substéncia analisada.

Tabela 3 - Valores de CE50 (mg.L1) obtidos com o teste preliminar de toxicidade da Daphnia
magna frente aos fotocatalisadores
Concentracdes NUmero organismos imoveis (48 h) CE50

Fotocatalisador

(mg.L1) Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 (mg.LY)
0 (controle) 0 0 0
50
100
250
450
650

Nb20Os
(calcinado
500°C)

> 650

0 (controle)
50
100
250
450
650

Acido niébico > 650

0 (controle)
50
100
250
450
650

TiO2 > 650

0 (controle)
50
100
250
450
650

TiO2
impregnado > 650

com Nb20s

O O O O O O P O kP O O O N O O O O O o o o o o
O O O O O O N O O O O O N OO O O kr O o o o o
O P O O O kP W O O O O 0O O OO O o o o o o o o
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5.2.2 Avaliacdo da toxicidade e fototoxicidade aguda

Os resultados obtidos com os ensaios para todos os fotocatalisadores com a
luz visivel sdo apresentados na Tabela 4 e com a luz UVA na Tabela 5. Como foram
mantidas as concentragbes da avaliagao preliminar, estes foram considerados como
o0 teste a ser realizado no escuro.

Com base nos dados da Tabela 4 foi calculada a CE50 para os
fotocatalisadores submetidos a luz visivel, onde todos apresentaram uma CE50 > 650
mg.L1, com excecdo do TiO2 que apresentou uma CE50 = 590, 47 mg.LL.

Com base nos dados da Tabela 5 foi calcuada a CE50 para os
fotocatalisadores submetidos a luz UVA, onde todos apresentaram uma CE50 > 650

mg.Lt, com excecdo do TiOz2 que apresentou uma CE50 < 50 mg.L™.

Tabela 4 - Valores obtidos de CE50 (mg.L1) com o teste de toxicidade da Daphnia magna frente
aos fotocatalisadores submetidos a luz visivel.
(continua)
Concentracdes NUmero organismos imdveis (48 h) CE50

Fotocatalisador

(mg.L1) Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 (mg.LY)
0 (controle) 0 0 0
50
100
250
450
650

Nb2Os
(calcinado
500°C)

> 650

0 (controle)
50
100
250
450
650

Acido ni6bico > 650

0 (controle)
50
100
250
450
650

TiO2 590, 47

W N PP O O O O O O O O o o o o o
N A PP O O N P O O O KRB OO O O O
w A N O P O O P OO O O OO O O O
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Tabela 4 - Valores obtidos de CE50 (mg.L1) com o teste de toxicidade da Daphnia magna frente
aos fotocatalisadores submetidos a luz visivel.
(conclusao)

Concentracdes NUmero organismos imoveis (48 h) CE50

Fotocatalisador i . .

(mg.LY) Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 (mg.L?)
0 (controle) 0 0 0
50 0 0 0
TiO2

_ 100 0 0 0
impregnado > 650

250 0 0 0

com Nb20s
450 0 0 0
650 0 0 0

Tabela 5 - Valores obtidos de CE50 (mg.L1) com o teste de toxicidade da Daphnia magna frente
aos fotocatalisadores submetidos a luz UVA.
(continua)
Concentracdes NUmero organismos imoveis (48 h) CE50

Fotocatalisador

(mg LY Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 (mg LY
0 (controle) 0 0 0
50
100
250
450
650

Nb20s
(calcinado
500°C)

> 650

0 (controle)
50
100
250
450
650

Acido niébico > 650

0 (controle)
50
100
250
450
650

TiO2 <50

o o1 o1 o1 U1 O N O O O O O O o o o o
o o0 o1 o0 o0 O N O O O O r»r O O O o o
oo o1 U1 o1 U1 O O O O O O O o o o o o
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Tabela 5 - Valores obtidos de CE50 (mg.L) com o teste de toxicidade da Daphnia magna frente
aos fotocatalisadores submetidos a luz UVA.
(conclusao)

Concentracdes NUmero organismos imoveis (48 h) CE50

Fotocatalisador i . .

(mg.LY) Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 (mg.L?)
0 (controle) 0 0 0
50 0 0 0
TiO2

_ 100 0 0 0
impregnado > 650

250 0 0 0

com Nb20s
450 0 0 0
650 0 1 0

5.3 AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA DOS FOTOCATALISADORES EM
ARTEMIA SALINA

5.3.1 Ensaios preliminares com Artemia salina

Os testes de sensibilidade revelaram uma CE50 de 27,6 mg.L™! para o dodecil
sulfato de sddio (DSS), indicando que os organismos utilizados nos ensaios se
encontram dentro da faixa de sensibilidade esperada (CE50 de 13,1 a 30,9 mg.L?1)
para o composto de referéncia, conforme N-2588 (PETROBRAS, 1996).

Os resultados obtidos para os ensaios preliminares de todos os
fotocatalisadores sao apresentados na Tabela 6.

Com base nos dados obtidos foi calculada a CE50 para cada fotocatalisador,
onde todos apresentaram uma CE50 > 650 mg.Ll. Devido a dificuldade para
homogeneizacdo da amostra com a maior concentracdo utilizada e por serem
fotocatalisadores que séo substancias fotoativadas pela radiacdo, como ja explicado
anteriormente, optou-se por manter as concentracdes para os testes com as luzes

UVA e visivel.
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Tabela 6 - Valores obtidos de CE50 (mg.L1) com o teste preliminar de toxicidade da Artemia
salina frente aos fotocatalisadores

NUmero organismos imaoveis (48 h)
] Concentracgdes . . . . CE50
Fotocatalisador Réplica Réplica Réplica Réplica
(mg.L™) . 5 3 4 (mg.L™Y)

0 (controle)
50
100
250
450
650

Nb20s
(calcinado
500°C)

> 650

0 (controle)
50
100
250
450
650

0 (controle)
50
100
250
450
650

Acido ni6bico > 650

TiO2 > 650

0 (controle)
50
100
250
450
650

TiO2
impregnhado
com Nb20Os

> 650

P O O kP O B W W W W kF R P P O F P O PFrP O Fr o o o
O P O 0O O R N WNW®IEP O PR R RLPR PR P O PP PR PR PR OO
P P P O FP O W NDNIDNNOPRFPR OO F PP KRBNMNOOOFr o
©O O O O O O W N W N PFP O FPR O O O O R PFrP O o o r o

5.3.2 Avaliacdo da toxicidade e fototoxicidade aguda

Os resultados obtidos com os ensaios para todos os fotocatalisadores com a
luz visivel sdo apresentados na Tabela 7 e com a luz UVA na Tabela 8. Como foram
mantidas as concentracées da avaliacdo preliminar, estes foram considerados como

o teste a ser realizado no escuro.
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Com base nos dados da Tabela 7 foi calculada a CE50 para os
fotocatalisadores submetidos a luz visivel, onde todos apresentaram uma CE50 > 650
mg.L1, com excecéo do TiO2 que apresentou uma CE50 = 636,19 mg.L1.

Com base nos dados da Tabela 8 foi calculada a CE50 para os
fotocatalisadores submetidos a luz UVA, onde todos apresentaram uma CES50 > 650

mg.L%, com excecdo do TiO2 que apresentou uma CE50 < 50 mg.L™.

Tabela 7 - Valores obtidos de CE50 (mg.L1) com o teste de toxicidade da Artemia salina frente
aos fotocatalisadores submetidos a luz visivel.
. NUumero organismos imdveis (48 h)
) Concentrag6es . . . . CES0
Fotocatalisador Reéplica Réplica Replica Réplica
(mg.L™) (mg.L™)
1 2 3 4

0 (controle)
50
100
250
450
650

Nb20s
(calcinado
500°C)

> 650

0 (controle)
50
100
250
450
650

Acido ni6ébico > 650

0 (controle)
50
100
250
450
650

TiO2 636,19

0 (controle)
50
100
250
450
650

TiO2
impregnado > 650

com Nb20s

©O O O Fr O R OO W kP NMO M o M BDMDMDNDBM-ADNWPR PR
P O P O O O U1 W W PFRr P O o w » N w o b w w N L O
O P O O O PRl © 0 A W NP W HN W WwwWwOhA-NWNDNDN PR
©O 0O 0 0o r Ot o M W WZERMNSNDISSMNDPOONOGOBN~IPEPRNoO
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Tabela 8 - Valores obtidos de CE50 (mg.L1) com o teste de toxicidade da Artemia salina frente
aos fotocatalisadores submetidos a luz UVA.

NUmero organismos imaoveis (48 h)
] Concentracgdes . . . . CE50
Fotocatalisador Réplica Réplica Réplica Réplica
(mg.L™) . 5 3 4 (mg.L™Y)

0 (controle)
50
100
250
450
650

Nb20s
(calcinado
500°C)

> 650

0 (controle)
50
100
250
450
650

0 (controle)
50

1i0s 100 10 <50

250 10 10 10 10
450 10 10 10 10

650 10 10 10 10

Acido ni6bico > 650

O o Ww A NN WO O h w ON O
© O R M W N DM PR R DD OWN RO
© 0 O b R P O PR R DM ®WWERER ®R
© 0 o w N TN WO W NN PR R

0 (controle)
50
100

0
1

TiO2
0
250 2
2
2

impregnhado
com Nb20Os

> 650

450
650

N P O B B O

Nenhum dos fotocatalisadores avaliados apresentou toxicidade na auséncia
de luz, cujo resultado esta de acordo com a literatura para o TiO2 (ndo foram
encontrados trabalhos similares para os fotocatalisadores de niébio). Wiench et al.
(2009) observaram uma CE50 > 100 mg.L-! para nanoparticulas de TiO2 com a
superficie coberta e sem cobertura. Zhu, Chang e Chen (2010), Warheit et al. (2007)
e Marcone (2011) observaram uma CE50 > 100 mg.L? para diferentes tamanhos de
nanoparticulas de TiO2 (19, 20, 25, 33, 100, 150, 200 nm). Strigul et al. (2009)
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mostraram uma CE50 > 250 mg.L-1. Todos os dados apresentados sédo referentes a
toxicidade ao género Daphnia.

Ates et al. (2013) avaliaram a toxicidade do dioxido de titanio no escuro para
Artemia salina, tanto em nauplios e adultos, por um periodo de 24 e 96 horas e
obtiveram uma CE50 > 100 mg.L'l. Heinlaan et al. (2008) observaram uma
CE50 > 20000 mg.L1 do diéxido de tithnio para a bactéria Vibrio fischeri e para o
crustaceo Thamnocephalus platyurus. Aruoja e colaboradores (2009) encontraram
uma CE50 = 35,9 mg.L! para a alga Pseudokirchneriella subcapitata quando exposta
ao dioxido de titanio por 72 horas.

Lovern e Klaper (2006) apresentaram que o TiO2 sonicado com as
concentracdes de 50 a 500 mg.L! ndo foi toxico para a Daphnia magna, porém
quando a solucdo foi filtrada mostrou uma CE50 = 5,5 mg.L 1. Segundo Jiang et al.
(2011) e Reeves et al. (2008), nanoparticulas menores em concentracdes baixas sao
mais téxicas que as maiores em alta concentracdo para 0s organismos aquaticos, pois
penetram mais facilmente nas células, causando danos via geracéo de EROs.

Com base nos trabalhos citados, com experimentos no escuro, pode-se
concluir que o tamanho das particulas dos fotocatalisadores, nas concentracdes
utilizadas, ndo foram toxicas para o microcrustaceo Daphnia magna nem para a
Artemia salina. Porém, sabe-se que substancias semicondutoras, quando
fotoativadas pela radiacdo UV, geram espécies reativas de oxigénio, as quais causam
danos aos microrganismos, fazendo com que, além do tamanho de particula, o efeito
da fotoatividade seja um fator importante na avaliacdo da toxicidade de tais
substancias.

Neste trabalho, ndo foi observada fototoxicicidade para os fotocatalisadores
de niébio nos ensaios sob radiacdo, porém o TiO2 apresentou uma CE50 < 50 mg.L?
para os ensaios sob radiagdo UVA e CE50 = 590, 47 mg.L! sob radiagéo visivel, para
0s ensaios com Daphnia magna. Ja para os ensaios com Artemia salina, o TiO2
também apresentou uma CE50 < 50 mg.L'! para os ensaios sob radiacdo UVA e
CE50 = 636, 19 mg.L! para os ensaios com luz visivel. Novamente ndo foram
encontrados trabalhos similares na literatura para os fotocatalisadores de nidbio,
porém os resultados para o TiO2 estdo de acordo com a literatura.

Marcone et al. (2012) observaram uma CE50 < 20 mg.L! do TiO2 Degussa
(30% rutila e 70% anatase) para Daphnia similis sob a radiacdo UVA. JA Amiano et al.

(2012) encontraram uma CE50 < 10 mg.L ! para a nanopatrticula de TiOz para Daphnia
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magna. Nos testes para radiacédo visivel Marcone et al. (2012) observaram uma
CE50 > 100 mg.L! do TiO2 Degussa para a Daphnia similis e Dalai et al. (2013)
observaram uma CE50 = 8,26 mg.L-! de nanoparticulas de TiO2 para a Ceriodaphnia
dubia. Minetto, Libralato e Ghirardini (2014) relataram uma CE50(4h) = 23,13 mg.L?
para a Artemia franciscana sob radiacdo, porém no trabalho nédo foi especificado o
comprimento de onda empregado.

Os resultados obtidos, com este trabalho, podem ser explicados pela
obtencdo do comprimento de onda adequado para promover a fotoativagdo, por iSso
amostras de todos os fotocatalisadores foram submetidas a andlise por
espectroscopia ultravioleta-visivel em Espectrofotdmetro Varian, modelo Cary 50.

Ao serem analisadas as amostras no Espectrofotbmetro UV-Vis no intervalo
de 190 a 800 nm (Figura 9), foi possivel observar que a maior absorcéo para o 4cido
nidbico ocorreu em 270 nm, para o diéxido de titanio e o pentéxido de niébio 290 nm
e para a mistura TiO2/Nb20s 310 nm, sendo utilizadas as concentragcdes de 100, 50,
100 e 250 mg.L1, respectivamente. O mesmo pico de absorcdo foi encontrado por
Martinez et al. (2011) para o TiOo.

%99 ——TiO,/Nb,0,
] ——Nb,0,

—Ti0,
Acido Ni6bico

Absorbancia

" T T T T T
200 200 400 500 €00 700 800

Comprimento de onda

Figura 9 - Espectro de absorg¢do dos fotocatalisadores.
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Segundo a ISO 21348 (2007), a regido do ultravioleta abrange uma regido de
comprimento de onda de 100 < A < 400 nm, podendo esta ser subdividida em outras
trés: ultravioleta A ou UVA (315 < A <400 nm), ultravioleta B ou UVB (280 <A <315
nm) e ultravioleta C ou UVC (100 <A <280 nm). Uma vez que a lampada UVA utilizada
para os testes abrange uma regido de 315 a 430 nm (informacfes do fabricante),
pode-se atribuir a auséncia de toxicidade dos fotocatalisadores acido nidbico, Nb20s
e TiO2/Nb20s ao fato de ndo terem sido fotoativados e, consequentemente, nao
liberando os radicais no meio, ou, se houve afotoativagéo, esta ndo foi suficiente para
causar toxicidade aos organismos do meio. Ja o TiO2 expressou sua toxicidade devido
sua grande banda de absorcdo (aproximadamente entre 278 — 355 nm), a qual
abrange praticamente metade do espectro emitido pela lampada utilizada e por
permanecer mais tempo em suspensao, devido ao fato do mesmo ser mais fino e leve
gue os demais, permitindo que este fique um maior tempo em contato com a radiacgéao.

A regido da radiacao visivel abrange, segundo a ISO 21348 (2007), os
comprimentos de onda de (380 < A <760) nm. O espectro de absor¢ao da lampada
de luz visivel ndo foi fornecido pelo fabricante, porém considerando que a lampada
utilizada envolva toda essa faixa, pode-se atribuir a toxicidade do dioxido de titdnio ao
fato dele absorver em todo o espectro testado, mas de forma mais intensa abaixo de
400 nm, aproximadamente. Assim, mesmo sendo baixa a absor¢cdo na regido do
visivel, esta foi suficiente para promover a fotoativacdo e, consequentemente, a
liberacdo de radicais hidroxilas ao meio, os quais foram gerados em uma quantidade
suficiente para expressar efeito toxico para os organismos utilizados no teste.

Durante os experimentos foi observado que as solugdes dos fotocatalisadores
de nidbio necessitavam de um tempo maior para homogeneizacdo no ultrassom, do
que as solugbes de TiO2, e que a decantagdo das particulas também acontecia mais
rapidamente. Isso permitiu que o TiO2 ficasse exposto por um tempo maior a uma
maior intensidade de radiacdo do que as particulas dos fotocatalisadores de nidbio.

Estudos anteriores, como o0 de Sousa et al. (2013), que relatam uma maior
eficiéncia de degradacdo de efluentes pelo TiO2 sob radiacdo solar, ou seja, a
formacao de radicais oxidantes no meio é mais intensa. Com isso, pode-se dizer que
a liberacdo de fotocatalizadores no meio ambiente apresenta um alto risco para os
organismos ali presentes, pois estas substancias na presenca da radiacdo solar

podem maximizar também sua toxicidade.
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6 CONCLUSOES

Nenhuma das substancias testadas apresentou toxicidade aguda aos
microcrustaceos na auséncia de radiacdo, porém, quando submetidas a radiacéo,
apenas o didxido de titanio expressou sua fototoxicidade, apresentando uma CES50 <
50 mg.L1 para ambos os organismos sob radiagdo UVA e, sob radiacgéo visivel, uma
CE50 = 590, 47 mg.L! para Daphnia magna e CE50 = 636,19 mg.L! para Artemia
salina.

Com isso, € visto a importancia de se avaliar a toxicidade dos diversos
fotocatalisadores sob a influéncia de radiacédo, podendo-se dizer até que a utilizacao
de radiagdo UV-Vis, em ensaios ecotoxicologicos com Daphnia magna e Artemia
salina, seria um novo parametro para analise de semicondutores usados em
fotocatalise.

Este é provavelmente o primeiro trabalho a avaliar a toxicidade e a
fototoxicidade aguda de fotocatalisadores de nidbio e, para estudos futuros, propéem-
se realizar testes utilizando lampadas com comprimento de onda menor, na regido do
UVB por exemplo, e/ou que imite o espectro solar, para verificar o comportamento dos
fotocatalisadores de nidbio. Além disso, também realizar testes com outros
organismos para Vverificar a interacdo das substancias nos diferentes niveis troficos.

Por fim, devida a elevada toxicidade do TiO2, sugere-se que este ndo seja
utilizado em suspenséo na fotocatalise e sim na forma peletizada ou em suportes,

para melhor ser retirado da solug&o.
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ANEXO A

Carta controle para Daphnia magna empregando dicromato de potassio para

os testes de sensibilidade.

CE50 mg/L
o o o o
N S [e)] (0]

o

1 2 3 4 5 6

Testes de sensibilidadedeMaioa Julho

Média Limite superior Limite inferior CE50



