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Resumo

A utilizac¢do de nanotubos de carbono vem sendo muito empregada na agricultura devido a sua eficiéncia em
fornecer nutrientes as plantas, promovendo assim seu crescimento ¢ desenvolvimento de forma eficaz, além de
diminuir os impactos ambientais gerados por insumos quimicos. No entanto, estudos e pesquisas aferindo seus
efeitos toxicologicos para o meio ambiente ainda se encontram em fase de desenvolvimento. Neste sentido, o
presente trabalho buscou aferir os efeitos toxicoldgicos das nanoparticulas sobre popula¢des da bactéria
luminescente Allivibrio fischeri, usada como bioindicadora do teste Microtox, que busca medir a toxicidade de
determinada amostra analisando a inibigdo dos niveis de fluorescéncia apds a exposi¢do. O teste Microtox
revelou, através do valor CE50, que os nanotubos de carbono apresentam toxicidade consideravel para
Allivibrio fischeri. Os resultados obtidos sugerem que tais nanoparticulas podem potencialmente
prejudicar microbiotas, desequilibrando cadeias troficas e ciclos biogeoquimicos por consequéncia,
apesar de efeitos benéficos para as plantas terem sido evidenciados quando em baixas concentracdes.
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INTRODUCAO

Com o objetivo de minimizar os impactos da polui¢gdo ambiental causados pelo uso excessivo
de agroquimicos, além de aumentar a produtividade e a qualidade das culturas, a nanotecnologia surge
como uma solugdo promissora para superar as barreiras na implementacdo de uma agricultura mais
sustentavel e resiliente (Rabiee et al., 2019).

Dentre esses nanomateriais, os nanotubos de carbono (CNTs) destacam-se como folhas
cilindricas de grafeno que podem ser classificadas em nanotubos de parede simples (SWCNTs) ou
parede multipla (MWCNTs) (Peng et al., 2020). Os CNTs tém mostrado grande potencial na agricultura
moderna, principalmente por promover o crescimento das plantas, fornecendo nutrientes de maneira
mais eficiente, sem perdas significativas por lixiviacdo ou volatilizacdo, gragas a sua capacidade de
penetrar nas paredes celulares (Kwak et al., 2019).

No entanto, o uso crescente de nanomateriais na industria global tem gerado preocupacdes sobre
seus possiveis efeitos toxicoldogicos no meio ambiente, com impactos diretos nos ecossistemas. No
Brasil, a regulamentagdo do uso de nanomateriais ainda esta em fase de discussao, e nao ha normativas
especificas estabelecidas (Lazzaretti & Hupffer, 2019). Da mesma forma, a auséncia de uma
padronizacgdo para a avaliagdo da toxicidade das nanoparticulas dificulta a comparacio dos resultados
obtidos em diferentes estudos. Contudo, ensaios in vitro € in vivo t€ém sido amplamente utilizados para
avaliar a toxicidade dessas substancias (Zielinska et al., 2020).

Um dos métodos de avaliacdo toxicoldgica mais utilizados € o teste microtox, um bioensaio que
mede a luminescéncia da bactéria marinha Aliivibrio fischeri, uma bactéria gram-negativa em formato
de bastonete (Mutalib & Ghanem, 2017). Esse ensaio ¢ rapido, com duragdo entre 5 ¢ 30 minutos, e
permite estimar a toxicidade aguda de amostras de agua, lodo de esgoto, solo, compostos puros e suas
misturas. A A. fischeri ¢ extremamente sensivel a uma ampla variedade de substancias toxicas, e,
quando exposta a ambientes contaminados, sua bioluminescéncia ¢ reduzida. Essa diminuicao ¢ medida
em termos percentuais e correlacionada com o nivel de toxicidade. O resultado do teste gera um valor

de EC50, que representa a concentragdo da substancia capaz de inibir 50% da bioluminescéncia
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bacteriana. Devido a sua eficdcia, o bioensaio microtox ¢ amplamente aceito em estudos de
ecotoxicidade (Turek et al., 2020). Portanto, este estudo tem como objetivo avaliar o potencial
toxicologico dos nanotubos de carbono utilizando o bioensaio com Aliivibrio fischeri, buscando uma

compreensdo mais ampla de como esses nanomateriais podem impactar o ambiente e 0s ecossistemas.

METODOLOGIA

Para realizagdo dos bioensaios utilizando as bactérias marinhas luminescente, Allivibrio
fischeri, foi utilizado o equipamento MICROTOX®, modelo 500 Analyzer (SDI), presente no
Laboratorio de Ensaios biologicos do Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental da UFMG.
Os testes foram realizados de acordo com a norma ABNT NBR 15411-3: Ecotoxicologia Aquatica —
Determinacdo do efeito inibitdrio de amostras de agua sobre a emissdo de luz de Vibrio Fischeri e
seguindo procedimento recomendado pelo fabricante do proprio equipamento MICROTOX®.
Previamente ao teste, o pH e a salinidade das amostras foram aferidos, nao necessitando de ajuste de
acordo com os requisitos do teste. As bactérias utilizadas nestes ensaios sdo armazenadas na forma
liofilizada e ativadas antes do uso por meio de uma solugdo de reconstituicdo, a qual compreende as
bactérias luminescentes liofilizadas. Previamente, faz-se teste de sensibilidade com solugdo de sulfato
de zinco heptahidratado, utilizado como substincia de referéncia (100 mg L) para controle de
qualidade da bactéria.

A concentracdo de efeito (CE50) foi determinada a partir do Teste Basico MICROTOX®
81,9% para amostras, usando 9 concentracoes (81,9%, 40,95%, 20,48%, 10,24%, 5,12%, 2,56%,
1,28%, 0,64% e 0,32% v/v). A toxicidade aguda foi determinada a partir das diluigdes das amostras e,
as medi¢des da bioluminescéncia das bactérias foi lida ap6s 30 minutos. O controle para esses ensaios
¢ a solucdo diluente de cloreto de sédio (NaCl) 2%, por se tratar de bactérias marinhas, ndo
apresentando toxicidade. Os resultados obtidos do controle sao usados para validar a luminescéncia,
portanto nao ¢ apresentado, mas utilizado para determinar o efeito toxico dos tratamentos. O software
MicrotoxOmni® faz a comparagdo, em func¢do da luz emitida, entre as amostras e a solucdo controle.
Quanto mais luz emitida, menor a toxicidade da amostra. A toxicidade da amostra ¢ representada em

porcentagem de Concentracao Efetiva capaz de gerar efeito sobre metade da populacao (CE50), sendo
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que o efeito se da pela inibigio em relagdo medi¢do da luminescéncia da amostra controle (GAMEZ et

al., 2019; HALMI et al., 2014; SANTOS, CAROLINA RODRIGUES et al., 2023). Para este teste os

resultados foram expressos em CE50 sem testes de médias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao expor a bactéria Allivibrio fischeri ao nanotubo de carbono foi obtido a curva de

luminescéncia das bactérias em relagdo as diluigdes e calculado o valor de CE50 o qual resultou em

45,44% (Figura 1).
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Figura 1. Valor de CE50 dos nanotubos de carbono.

Esta porcentagem indica a toxicidade dos nanotubos de carbono para a microbiota, uma vez que

este resultado se encontra nessa faixa de classificacdo. A exposi¢ao da bactéria Allivibrio fischeri aos

nanotubos de carbono revela uma toxicidade significativa, conforme indicado pelo valor de CES0 de
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45,44%. O CE50, ou Concentracdo Efetiva 50%, ¢ uma medida utilizada para determinar a
concentracdo de uma substincia que causa um efeito em 50% da populagdo testada, no caso, a
diminui¢do da luminescéncia bacteriana (Turek et al., 2020). Esse resultado indica que, em uma
concentracdo de aproximadamente 45,44% dos nanotubos de carbono, ocorre uma reducgdo
consideravel da atividade luminescente da A. fischeri. A luminescéncia reduzida sugere um
comprometimento da viabilidade ou fungdo metabolica da bactéria, evidenciando a toxicidade dos
nanotubos para organismos dessa microbiota (Mutalib & Ghanem, 2017).

Esse valor de CE50 coloca os nanotubos de carbono em uma faixa de classificagdo que merece
aten¢do em estudos ecotoxicoldgicos, uma vez que essa concentragao representa um nivel de toxicidade
relevante para a microbiota aquatica. A A. fischeri ¢ uma espécie sensivel e amplamente utilizada como
bioindicadora de toxicidade em ambientes aquaticos (Mutalib & Ghanem, 2017), e os resultados
sugerem que a presenga de nanotubos de carbono no meio ambiente pode impactar a saude de
comunidades microbianas essenciais. Esses impactos podem levar a perturbacdo das cadeias troficas e
da biogeoquimica local, comprometendo a qualidade dos ecossistemas em que esses materiais sao

dispersos.

CONCLUS()ES

O presente trabalho demonstrou que nanotubos de carbono de parede multipla apresentaram
efeitos toxicos a bactéria Allivibrio fischeri. Os MWCNTs reduziram a bioluminescéncia de A. fischeri
e comprometeram a viabilidade da bactéria. Os resultados indicam que os MWCNTs podem impactar
negativamente a comunidade microbiana, sugerindo possivel toxicidade em plantas superiores e,
consequentemente, ao ecossistema. No entanto, estudos mais aprofundados sdo necessarios, pois ha
evidéncias de que, em concentracdes reduzidas CNTs podem promover beneficios fisiologicos em

diversas plantas, além de serem potenciais biorremediadores de solos contaminados.
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