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Resumo

Duas particulas de titanato de bario (BT) foram caracterizadas fisico-quimicamente quanto a parametros
de interesse para ensaios de toxicologia aqudtica. Foram realizados: difragdo de raios-X, observagdes
morfoldgicas por microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia eletronica de transmissao
(MET). determinagdio da area de superficie, do estado de dispersao e da carga e quimica de superficie
e avaliagdo do grau de dissolugdo em suspensdes aquosas. Tanto BT MP (microparticulay quanto BT
NP (nanoparticula) se mostraram carregadas negativamente, facilmente agregaveis. com uma taxa de
liberagdo de ions Ba*" para os meios de cultura que ndo uitrapassa 1,5%.

Palavras-chave: Titanato de bario; Caracterizagio fisico-quimica: Nanoecotoxicologia.

CHARACTERIZATION OF BARIUM TITANATE MICRO- AND NANOPARTICLES FOR
TOXICITY ASSAYS

Abstract

Two particles of barium titanate (BT) were physico-chemically characterized regarding parameters of
interest to aquatic toxicology assays. We performed: X-ray diffraction, morphological observations by
scanning clectron microscopy (SEM) and transmission electron microscopy (TEM). determination of
surface area, the state of dispersion and charge and chemistry of surface and assessment of the disso-
lution in aqueous suspensions. Both BT MP (microparticle) as BT NP (nanoparticle) were negatively
charged. easily aggregatable, with a release rate of Ba* ions to the culture media that does not exceed
1.5%.

Keywords: Barium titanate: Physicochemical characterization; Nanoecotoxicology.
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{ INTRODUCAO —
Os trés elementos base para as estratégias de screening do perfil de toxicidade de nanomateriais,
segundo Oberdérster er al. (2005) sdo: (i) caracterizagdo fisico-quimica (tamanho. area de superficie,
formato, solubilidade, agregagdo); (ii) elucidagdo dos efeitos bioldgicos a partir de estudos in vitro: ¢
(iii) confirmacéo dos efeitos cm estudos in vivo. Nesse sentido, a caracterizagdo assume papel primordial
para o completo entendimento do mecanismo de interagdo dos materiais com os seres Vivos.
O conhecimento cientifico recente sobre os mecanismos de interagdo de células e nanoparticulas
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vem indicando que as muitas células prontamente internalizam as nanoparticulas, quer através de meca-
nismos ativos ou passivos. Mesmo particulas de um mesmo material podem apresentar comportamentos
completamente diferentes, devido a, por exemplo, pequenas diferengas na superficie de revestimento, na
carga ou no tamanho (ELSAESSER; HOWARD, 2012).

Além disso, ha muito mais varidveis a considerar quando se trabalha com nanomateriais, ¢ estas
incluem: tamanho, forma, carga de superficie, estado de dispersio (aglomeragdo, agregacio), concen-
tragdo e meio. Caso contrario, os possiveis efeitos toxicos ndo poderdo ser facilmente atribuidos a uma
determinada qualidade do nanomaterial ou até mesmo ao proprio nanomaterial porque, por exemplo,
impurezas e outros componentes podem ser responsabilizados (SAYES; WARHEIT, 2009).

O presente estudo focou na caracterizagdo fisico-quimica de titanato de bario (BT). um material
que em nanoescala tem sido utilizado como nanocarreador intracefular para proteinas e fArmacos de
baixo peso molecular, tais como doxorrubicina (CIOFANI ef al., 2010), como material para sondas de
imagem (HSIEH er al,, 2010) e como material de enxerto dsseo (BALL er al., 2014). Assim sendo, o ob-
jetivo geral foi caracterizar fisico-quimicamente dois lotes de BT com tamanhos de particulas distintos,
sendo um micrométrico (BT MP) e o outro manométrico (BT NP), em relagio & composi¢do quimica, a
forma ¢ ao tamanho, a seu estado de dispersdo e a sua carga, area e quimica de superticie.

2 MATERIAIS E METODOS

A difragdo de raios-X (DRX) das amostras nano ou microparticuladas (doravante intituladas
pos) foram registradas com difratdmetro X pert Pro (PANalytical, Holanda) equipado com um detector
multicanal X' Celerator, ¢ utilizando a radiagdo de Co Ko (= 1,790307 A), no intervalo de dngulos 26
variando de 5° a 120°. com um passo de varredura de 0.05°/5s. O suporte de amostras utilizado foi de
silica monocristalina.

Observagdes morfoldgicas dos materiais por microscopia eletronica de varredura (MEV) foram
obtidas por meio de um microscopio Supra 40 (Zeiss, Alemanha) equipado com um detector na lente.
Imagens de microscopia eletronica de transmissdo (MET) foram obtidas utilizando um microscopio
100CX -1 (JEOL, Japdo) operando com uma tensio de aceleragdo de 100 kV.

A drea superficial especifica (S,) ¢ o tamanho dos poros foram medidos pela coleta das isotermas
de adsorcdo-dessor¢io de nitrogénio (N,) em um sistema Gemini V 2380 (Mic America. EUA)a 77 K.
apos os materiais terem sido secos a 160 °C durante 1 h.

O estado de dispersdo (determinado como tamanho hidrodindmico) e as for¢as de carga da
superficie/interparticulas (potencial zeta, £) das dispersdes de pds nos meios de cultura (100 ug mL™".
ou 4,28 » 107" M) foram caracterizados usando um Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Reino
Unido), através de espalhamento dindmico de luz (DLS) e espathamento eletroforético de luz (FLS),
respectivamente.

O grau de dissolugdo dos materiais nos meios de cultura (Bold’s Basal, BB, e Meio Mineral, MM)
como uma fungdo de tempo (1, 2, 4, 8. 24, 48, 72 ¢ 96h) foi avaliado seguindo um protocolo proposto por
Sivry et al. (2014). A partir de uma solugdo-estoque (100 ug mL™", volume final = 100 mL), preparada no mo-
mento O h, aliquotas (3,5 mL) foram retiradas nos intervalos de tempo especificados e ultra-filtradas usando
filtros de 3 kDa (Microsep Advance Centrifugal Device, Pall Corporation, EUA) que foram centrifugados em
velocidade maxima (EBA 8, Hettich, Alemanha) por Th. Apos, adicionou-se 50 ul. de HNO, saturado (sem
nenhum trago de Ba® ). A andlise elementar foi realizada por plasma indutivamente acoplado a espectrometria
de emissdo optica (ICP- OES) (i(CAP 6200, Thermo Scientific, EUA). O restante das dispersdes aquosas (72
ml.} foi centrifugado a 20.000 x g (Sorvall Lynx 6000, Thermo Scientific, EUA) e 0 meio foi completamente
evaporado em estufa a 50 °C. Os residuos secos foram, entdo, analisados por DRX ¢ espectroscopia de toto-
elétrons excitados por raios-X (XPS) (VG Escalab 250, Thermo Scientific, EUA), usando Al Ka de 1486.6
eV.a 15kV e 150 W, para avaliagdo de eventuais mudangas quimicas na superficie das particulas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os difratogramas de BT indicam que os materiais sintetizados tém duas estruturas diferentes:
BT MP mostra boa concordéncia com a estrutura tetragonal convencional do BaTiO,, com o grupo de
espago P4mm (1CDD 00-005-0626). O difratograma de BT NP, por sua vez, indica que o material sin-
tetizado ¢ BaTiO| de estrutura cubica, com o grupo de espago Pm3m (ICDD 00-031-0174). Usando o
modeto de Williamson-Hall calculado pelo sofiware do difratdbmetro, tem-se que os tamanhos médios de
cristalitos foram 172.0 = 102,4 A (com 0,19 = 0.06% de deformagio) ¢ 60,0 = 16,7 A (0,10 = 0,05%).
respectivamente para BT MP e BT NP.
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Sabendo-se que os dois materiais sdo diferentes em termos de estrutura cristalina e tamanho
de seus cristalitos. realizou-se a observagio microscopica dos mesmos. Na Figura 1. vé-se a diferenga
morfologica entre as particulas e confirma-se que o tamanho ndo é completamente uniforme, particular-
mente para 0 pd com particulas maiores (BT MP). Foi realizada a estimativa de tamanho das particulas
como sendo da ordem de 170 nm para BT MP e em torno de 60 nm para BT NP.

MET de BT NP.

A 4rea de superficie foi calculada como sendo 3,24 m? g™ para BT MP e 16,60 m? g~ para BT
NP. Os volumes totais dos poros foram, respectivamente, 0,006 e 0,07 cm® ¢ e os didmetros médios dos
poros foram, respectivamente, 7,34 ¢ 17,46 nm. A isoterma de BT NP.mostra uma ligeira histerese em alta
pressdo relativa, o que geralmente acontece quando o material possui meso- (2-50 nm) ou macroporos (>
50nm). A histerese ¢, portanto, explicada pelo fato de o nanomaterial apresentar poros maiores do que o
micro.

Como 0 BT apresenta uma estrutura de perovskita, ¢ esperada a observagdo de instabilidade ter-
modinamica ¢ reatividade em meio aquoso. e isso foi evidenciado pelas medidas de DLS realizadas. Os
resultados de { mostram que. de uma maneira geral, ambas as particulas sdo carregadas negativamente. ¢
esta carga tende a diminuir em modulo com valores de pH baixos e maior tempo em suspensdo. Excetu-
ando-se este caso, nenhum dos materiais apresentaram valores suficientemente elevados para garantir a
estabilidade coloidal, que deve ser no minimo 25 mV. Esta instabilidade pode ser observada a olho nu como
sedimentagdo na suspensdo apds algumas horas de preparo. Como a carga de superficie afeta a absorgdo ¢
a translocagdo das particulas por organismos vivos, pode-se esperar que as particulas irdo mostrar efeitos
distintos sobre os micro-organismos, quer devido & sua propria natureza, ou devido a seu diferente com-
portamento em cada mejo.

Os dados de ¢ levam a afirmagio de que o tamanho dos agregados ndo afeta o , pois ele se mantem
negativo desde o momento de preparo das suspensdes até 96 h apos o mesmo. Quanto ao pH, vé-se também
uma tendéncia quase de forma lincar: quanto maior o pH, mais negativa a carga €, com apenas algumas
excecdes. O pH pode ser associado com as variagdes nos valores { uma vez que os meios acidos lixiviam
o Ba® da superficie do BT, tornando o ¢ perto de 0 (suspensdo instdvel). A dissolugdo (ver adiante) pode
ter tornado a superficic de BT rica em Ti. isto é, uma superficie mais dcida. O aumento do pH. por sua vez.
diminui a dissolugdo de Ba™ ou causa reabsorgéo do cation.

O tamanho hidrodindmico das particulas foi avaliado como uma fungdo do pH e do tempo. da
mesma maneira como foi realizada a medi¢do do {. Em meio BB, o pH ndo influenciou o tamanho de
agregados, ao contrario do tempo, que desempenhou um papel importante sobre este parametro, Como os
agregados parecem aumentar em grande medida ao longo dos dias em ambas as particulas. O mesmo tend-
meno ocorreu em MM, mas, neste caso, a diminuigdo do pH também levou a um aumento nos tamanhos
de agregados. Para MM, os agregados de BT NP foram maiores do que os de BT MP. Nenhuma tendéncia
pode ser vista, uma vez que ndo seguem uma relagdo linear com o tempo ou o pH.

Finalmente, o grau de dissolugdo das particulas também foi avaliado, uma vez que a liberagao de
ions para os meios de cultura pode ser responsaveis por um diferente grau e mecanismo de toxicidade para
os micro-organismos. BT NP liberou mais Ba** nos meios do que BT MP — 1.132 ppb apos 96 h em meio
BB, 6.5 vezes mais do que BT MP no mesmo meio; 1.258 ppb apés 96 h em MM contra 345 ppb de BT MP,
3.6 vezes mais. No entanto, as taxas de dissolugdo dos pés em BB ou ARS néo foram superiores a 1,5%.

ApOs as 96 h de experimento, os difratogramas de DRX dos pds restantes foram avaliados ¢ ndo
foi observada nenhuma diferenca significativa em nenhum meio. Analises por XPS dos residuos também
foram realizadas (quimica da superficie). A relagdo Ba/Ti/O de acordo com a baixa solubilidade verificada
por ICP- OES. O carbono (C) é uma impureza comum em ultra-alto vacuo (UAV), e os sinais ao redor de
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285 eV (hidrocarboneto) sdo normalmente utilizados como padrio interno de referéncia a outros elementos
quando ocorrem fendmenos de carregamento elétrico. No entanto, a sua presenca em mais de um estado
¢ um indicativo da formagdo de carbonato de bario, BaCO, (também observado pela energia de ligagio
de Baem ~ 780 eV). A deconvolugio do pico C s revelou um pico de carbonato na superficie do BT, em
288-289 eV. O BaCO, pode ser um subproduto da sintese de BaTiO,, qualquer que seja a via de sintese, ou
pode também ser derwwdo da tendéncia para a adsorgiio de CO, que existe em superficies de perovskitas,
devido a uma interagéo dipolo-dipolo entre o cristal BaTiO, ferroelétrico e a molécula de CO, polar. Como
este componente estd presente somente em tragos, ¢ mais provavcl que o carbonato seja formado como
uma segunda fase discreta (~ 2%) em vez de uma pelicula de superficie.

4 CONCLUSAO

Tanto BT MP (~170nm, tetragonal) quanto BT NP (~60 nm, cubico de face centrada) se mos-
traram negativos, facilmente agregaveis e precipitdveis (instaveis) em todos os meios de cultura aquoso
estudados, com uma taxa de liberag¢do de fons Ba** para 0s mesmos que néo ultrapassa 1,5%. Estes dados
podem ser usados para direcionar futuros trabalhos com ensaios de ecotoxicidade aquatica.
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