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Resumo
Este trabalho teve como objetivo a síntese de nanopartículas de prata (nAg) obtida por redução química de sais de prata (AgNO3) pelo agente borohidreto de sódio utilizando como estabilizantes a carboximetilcelulose sódica (CMC) e o álcool polivinílico (PVA), e a posterior avaliação da toxicidade aguda sobre a bactéria marinha Vibrio fischeri. A toxicidade foi avaliada nas soluções sintetizadas de nAg, nas soluções de estabilizantes e nas soluções de AgNO3 precursoras na síntese. A avaliação da toxicidade aguda foi feita pela medida da inibição da bioluminescência emitida pela bactéria exposta às amostras durante 15 minutos. Observaram-se que as amostras de nitrato de prata foram as mais tóxicas para a bactéria, seguida pelas soluções de nanopartículas mais concentradas (B e D).
Introdução
A nanotecnologia estuda partículas com dimensões extremamente pequenas, da ordem de um a cem nanômetros (QUINA, 2004). As nanopartículas estão presentes nas mais variadas áreas e produtos de consumo, como na fabricação de dispositivos eletrônicos, aditivos alimentares, produtos antibacterianos, engenharia de tecidos (LIU et al., 2011), na fabricação de embalagens (CHEN et al, 2006), em produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes (MENARD et al., 2011), na medicina e no segmento de imagens em diagnósticos (CORMODE et al, 2010).

Com o aumento do uso de nanopartículas cresce também a preocupação sobre sua segurança para os seres humanos e para o ambiente TIEDE et al., (2008). A exposição à nanopartículas pode acontecer durante a fabricação de produtos, através de acidentes de trabalho durante a produção, ou mesmo como resíduos.
Os efeitos das nanopartículas podem ser estudados usando testes de toxicidade que podem ser realizados em culturas de células (in vitro) ou com organismos vivos (in vivo) como peixes, ratos e até seres humanos. Diversos ensaios toxicológicos padronizados estão disponíveis para se avaliar a resposta biológica de uma substância química. No entanto, não há padronização para a avaliação da toxicidade de nanopartículas, o que dificulta a comparação de resultados e o consenso sobre a toxicidade de um material.
Em relação aos testes in vivo, observa-se que grande parte destes lança mão de organismos aquáticos, os quais traduziriam o impacto destes nanomateriais no ambiente, já que as águas continentais e marinhas seriam o principal compartimento receptor. Nestes testes normalmente são utilizados bactérias (V. fischeri), peixes (Danio rerio), crustáceos (Daphnia) e algas (Oberdörster et al., 2006; Hund-Rinke et al., 2006; Isaacson et al., 2007).

A Vibrio fischeri é uma bactéria marinha bioluminescente que vive tanto em estado planctônico de vida livre ou como um simbionte no órgão produtor de luz das lulas e de certos peixes. Quando em vida livre, a Vibrio Fischeri é encontrada geralmente em baixa concentração e não emitindo luz. Entretanto, quando está em alguns de seus hospedeiros (peixes ou lulas), elas colonizam órgãos luminosos específicos, que as levam a produzir a enzima luciferase, usada na via química da bioluminescência. Devido a sua sensibilidade, a Vibrio Fischeri acaba sendo muito utilizada como bioindicador, para a avaliação da toxidade aguda de efluentes industriais. Considerando que parte das funções vitais das bactérias estão relacionadas com fatores ambientais, qualquer alteração no metabolismo celular delas será representada pela diminuição da intensidade de luz emitida (Poleza et al, 2008). 
Desta forma, este trabalho teve como objetivo estudar o efeito de nanopartículas de prata obtidas por meio de diferentes rotas sintéticas e avaliar a toxicidade aguda usando a bactéria marinha Vibrio fischeri.
Material e Métodos

Foram empregadas 4 rotas sintéticas para a produção de nanopartículas de prata utilizando o precursos nitrato de prata em duas concentrações (2,99 x 10-3 e 5,45 x 10-3 mol L-1), o borohidreto de sódio (R) como agente redutor (3,03x10-3 mol L-1) e a carboximetil celulose sódica (CMC 1%) e o álcool polivinílico (PVA 1%) como establizantes. As reações foram conduzidas sob agitação e em banho de gelo, por 20 minutos. 
O teste de toxicidade utilizando a bactéria marinha Víbrio fischeri foi realizado segundo as especificações da NBR 15411-3 da ABNT (2012). Neste trabalho foram utilizadas bactérias liofilizadas, através de uma ampola de biomassa liofilizada de Vibrio fischeri BIOLUX® LYO5, Umwelt. Todo o procedimento foi realizado a 15ºC, com o auxílio de um Termobloco Easycool H-32, Umwelt. A salinidade e o pH de todas as amostras foram ajustados, a salinização se fez necessária para proporcionar condições de vida à bactéria marinha, usando uma solução de cloreto de sódio (2%). As amostras foram diluídas em sistema de séries O sulfato de zinco foi utilizado como tóxico de referência (controle positivo) e a cloreto de sódio como controle negativo. 
Os valores obtidos foram usados para calcular a Fator de Toxicidade (FT), LC50 e LC20 com o auxílio de uma planilha específica fornecida pela empresa Umwelt.
Resultados e Discussão
O método de inibição de bioluminescência é útil para estimar a toxicidade de diferentes efluentes químicos, ele mede a redução de produção de luz, que ocorre devido às interações entre a bactéria e os componentes tóxicos. 

O resultado do teste é expresso em Fator de Toxicidade (FT), sendo que esta unidade representa quantas vezes o corpo receptor precisa diluir o efluente para este deixar de ser tóxico para os organismos. Se um efluente apresentar FT = 16, e ao chegar ao corpo receptor não for diluído mais de 16 vezes, poderá causar mortalidade aos organismos ali presentes, já um efluente que apresente FT = 1 não apresenta toxicidade aguda na sua forma integral. Outro parâmetro analisado foi o LC50 e o LC20, que é a concentração do nanomaterial que causou a inibição de 50% e 20% da bioluminescência, respectivamente. Os resultados encontrados são exibidos na Tabela 1. 
Tabela 1 – Fator de toxicidade (FT), LC50 e LC20 para cada solução analisada
	Solução
	A
	B
	C
	D
	CMC
	PVA
	N1
	N2

	FT
	128
	128
	32
	128
	1
	1
	256
	128

	LC50 (%)
	9,21
	4,37
	11,17
	3,13
	-
	-
	1,34
	6,76

	LC20 (%)
	0,92
	0,69
	3,03
	0,83
	-
	-
	0,22
	0,42


(A) 2,99 x 10-3 mol L-1 de AgNO3 + R + CMC (1%, (B) 5,45 x 10-3 mol L-1 de AgNO3 + R + PVA (1%), (C) 2,99 x 10-3 mol L-1 de AgNO3 + R + PVA (1%), (D) 5,45 x 10-3 mol L-1 de AgNO3 + R + CMC (1%); (N1) ) 5,45 x 10-3 mol L-1 de AgNO3 e (N2) 2,99 x 10-3 mol L-1 de AgNO3.
Os valores de inibição da luminescência obtidos nos ensaios com a substância de referência (ZnSO4.7H2O a 6,16 mg/L) enquadraram-se no critério exigido para a validação dos ensaios, segundo a norma ISO 11348-3 (2007).

As soluções dos estabilizantes (PVA 1% e CMC 1%) não apresentaram efeito tóxico, como visto na Tabela 1. A solução que se mostrou mais tóxica foi a de nitrato de prata (N1) com concentração de 5,45x10-3 mol L-1.

As soluções de nanopartículas de prata mais tóxicas, foram as soluções B e D, visto que, além do alto valor de FT, apresentaram um baixo valor de LC50, ou seja, uma baixa concentração desses materiais foi capaz de inibir 50% da biolumicescência. Ambas as soluções utilizaram como precursor a solução N1, a diferença entre elas estava somente no estabilizante empregado, o PVA na solução B, e o CMC na solução C. A solução A também apresentou um alto valor de fator de toxicidade, porém um valor de LC50 maior que das soluções mais tóxicas. O menor valor de FT foi da solução C, sendo de 32. Deve-se ressaltar que a cor e turbidez das amostras podem ter influenciado na leitura no luminômetro.

O principal mecanismo de toxicidade das nanopartículas é considerado o estresse oxidativo (Kohen and Nyska, 2002), que danifica lipídeos, carboidratos, proteínas e o DNA (Kelly et al., 1998). Heinlaan (2008) realizou estudos sobre a toxicidade de nanopartículas de ZnO, CuO e TiO2, utilizando a mesma bactéria como indicador. Tais metais se mostraram tóxicos tanto na forma de nanopartículas como na forma de solução. Tal como foi o resultado obtido para a prata. Não foram encontrado estudos que avaliassem especificamente a toxicidade de nanopartículas de prata à Vibrio fischeri.
Conclusões
Concluiu-se que os efeitos das nanopartículas de prata e da prata iônica sobre a bactéria Vibrio fischeri foram nocivos, representando alta toxicidade para este organismo. Notou-se que a concentração do agente precursor utilizado na síntese (nitrato de prata) influenciou nos resultados, sendo que quanto maior era, mais efeito tóxico teve sobre a espécie indicadora.
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