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RESUMO

A agua potavel no mundo estd cada vez mais escassa e,
portanto, existe a necessidade de desenvolver alternativas de
tratamento de Aagua, visando processos eficientes e de baixo
custo. Entre os processos existentes, destaca-se a nandfiltracao
(NF) por membranas, que promove uma separacdo de alta
eficiéncia e baixo gasto energético. Desta forma, este trabalho
objetivou preparar membranas poliméricas de NF e estudar a
eficiéncia de rejeicdo de ions de sais mono e divalentes em
sistema piloto de filtracdo e avaliar a toxicologia dos
componentes das membranas com o0 microcrustaceo de agua
doce Daphnia magna e células Vero. As membranas poliméricas
preparadas foram de polissulfona (PSF), estruturadas com
nanotubos de SiO, (NTS), e de quitosana (QTS) reticulada com
epicloridrina (EPC) com NTS funcionalizados com uma molécula
aminosilano (NTS-F). Os NTS e NTS-F foram caracterizados por
FTIR, BET, PZ, DRX e MET e as membranas por grau de
molhabilidade (PSF) e intumescimento (QTS), angulo de contato,
MEV-FEG, EDS, AFM e permeabilidade. A eficiéncia de rejeicdo
de ions das membranas foi avaliada com os sais NaCl e MgCl,
em modo dead-end. Também foi determinada a toxicidade dos
NTS, NTS-F através de testes agudos e crénicos com D. magna
e ensaio do MTT com células Vero. O teste agudo com D. magna
foi realizado também para o lixiviado das membranas. Para todos
os testes com D. magna e células Vero, observou-se que o NTS-
F apresentou maior toxicidade, indicando maior reatividade da
superficie dos NTS-F, atribuida a presenca dos grupos amina
gue resultou no aumento de afinidade com os organismos. Com
NTS-F incorporados nas membranas a toxicidade foi mais
reduzida do que para a forma livre dos NT, sugerindo que houve
imobilizacdo dos mesmos pela membrana. Para os ensaios de
rejeicdo de ions de sais, houve uma baixa seletividade, sendo o
maior percentual de 13,70%, para MgCl, e 10,16% para NaCl,
concluindo-se, assim, que esta composi¢cdo de membrana de NF
apresenta baixa eficiéncia na remocao dos sais testados.

Palavras-chave:  Nanofiltragdo, membranas poliméricas,
dessalinizacdo, nanotubos de SiO,, funcionalizacéo, toxicidade,
D. magna, células Vero.






ABSTRACT

The world’s drinking water is becoming increasingly scarce and,
therefore, there is a need to develop water treatment alternatives,
aiming efficient processes at low cost. Among the existing
processes, nanofiltration (NF) membranes are highlighted, which
promote high efficiency and low energy demand. Thus, this work
aimed to prepare polymeric membranes for NF and study mono
and divalent salt ions rejection efficiency in a pilot filtration system
and evaluate the membrane’s components toxicology using
freshwater microcrustacean Daphnia magna and Vero cells. The
prepared polymer membranes were polysulphone (PSF),
structured with SiO, nanotubes (SNT), and chitosan (CS)
crosslinked by epichlorohydrin, structured with SNT functionalized
with an aminosilane molecule (F-SNT). The SNT and F-SNT were
characterized by FTIR, BET, PZ, XRD and TEM and the
membranes by water uptake (PSF) and swelling (CS) degree,
contact angle, SEM-FEG, EDS, AFM and permeability. The
evaluation of membrane’s ion rejection efficiency was conducted
with NaCl and MgCl, salts in dead-end mode. It was also
determined the toxicity of SNT F-SNT through acute and chronic
tests with D. magna and MTT assay with Vero cells. The acute
test with D. magna was also performed for the leached PSF and
CS membranes. For all the tests with D magna and Vero cells, it
was observed that the F-SNT showed higher toxicity, indicating
greater reactivity of the surface of F-SNT, attributed to the
presence of amine groups that resulted in increased affinity with
the organisms. With F-SNT incorporated in the membranes, the
toxicity was much lower than for the NT free form, suggesting
their immobilization by the membrane. For the salt ions removal
test, there was a low rejection rate, with the highest percentage of
13.70% for MgCl, and 10.16% for NaCl, concluding, therefore,
that this NF membrane composition is not effective for the
removal of these salts.

Key-words: Nandfiltration, polymeric membranes, desalination,
SiO, nanotubes, functionalization, toxicity, D. magna, Vero cells.
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1. INTRODUCAO

A falta de 4gua potavel no mundo esté se tornando cada
vez mais evidente e devera crescer ainda mais nas préximas
décadas. Segundo a United Nation (2014), cerca de 748
milhdes de pessoas ndo possuem acesso adequado a agua
potavel.

Nos anos de 2014 e 2015 o Brasil enfrentou a maior crise
hidrica da sua histéria, sendo que os estados mais afetados pela
estiagem foram Rio Grande do Sul, Minas Gerais, Rio de Janeiro
e Sao Paulo, além dos estados do Norte que sempre sofreram
com este fendbmeno. De acordo com dados da Companhia de
Saneamento Basico do Estado de Sao Paulo (SABESP) o
Sistema Cantareira, que abastece 5,6 milhdes de pessoas na capital
e Grande Sé&o Paulo, atingiu 5,1% da sua capacidade em janeiro
de 2015, o que significa um corte de 56% na vazao em relagéo a
fevereiro de 2014 (SABESP, 2015). Em janeiro de 2016 este
volume aumentou para 29,9% (SABESP, 2016), porém estao
sendo estabelecidos pela ANA (Agéncia Nacional de Aguas) e a
DAEE (Departamento de Aguas e Energia Elétrica), limites de
retirada da agua mensais do sistema Cantareira a fim de evitar
uma nova estiagem.

Segundo a Politica Nacional de Recursos Hidricos
(BRASIL, 1997), a agua é um recurso natural limitado, portanto
h&d a necessidade de se desenvolver novas alternativas de
tratamento de agua, visando processos eficientes e de baixo
custo (SHANNON et al., 2008). Sabe-se que, da agua disponivel
no mundo, somente cerca de 0,5% é potavel, enquanto que 97%
correspondem a agua salgada (ZHOU et al., 2015). Sendo assim,
uma das alternativas a obtencdo de agua potavel é a
dessalinizagdo de aguas salgadas e salobras, onde, apdés um
processo fisico-quimico de retirada de sais, a agua torna-se
doce, ou potavel.

Dentre as tecnologias utilizadas para o tratamento de
aguas, existe a troca idnica (AL-OTHMAN et al., 2011), adsorcéo
(JU et al., 2009; TOFIGHY e MOHAMMADI, 2011), precipitacbes
quimica (FU et al., 2012), processo eletroquimico (XING et al.,
2007), osmose reversa (MOHSEN-NIA et al., 2007) e processo
de nandfiltracdo por membrana (YANG et al., 2003). A alternativa
considerada mais eficaz para a dessalinizagdo € a filtracéo
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por osmose reversa (OR), onde ocorre a retencdo de ions de
sais inorgéanicos, inclusive monovalentes, deixando permear
somente agua. Ja a nanofiltracdo (NF) perde em eficiéncia de
retencdo somente para a OR, pois apresentam elevada retengéo
de ions preferencialmente para divalentes e trivalentes e/ou de
fons com raio i6nico elevado, mesmo sendo monovalentes
(HASSAN et al., 2000). Entretanto, o processo de OR requer alta
demanda de energia para seu funcionamento, o que resulta num
grande desperdicio de agua no processo de filtragdo, gera altos
custos em equipamento e em sua implantacdo, requer trocas
periédicas dos filtros, etc. Estas caracteristicas acabam por
tornar o processo de OR economicamente desvantajoso,
principalmente em larga escala.

O processo de NF por membranas, situado entre OR e
ultrafiltracdo (UF), promove separacdo com elevada eficiéncia e
baixo gasto energético em relagdo a OR, tornando-se uma
alternativa atrativa e eficiente. As membranas de NF operam com
um mecanismo de transferéncia de massa por difuséo,
permitindo que certas solucdes idnicas, predominantemente ions
monovalentes e agua, permeiem através da membrana. A NF
pode ser utilizada para a dessalinizacdo da agua (HARRISON et
al., 2007) e tratamento de efluentes industriais contaminados
com compostos organicos e metais pesados, mudando a
perspectiva em relacdo ao tratamento de agua nas indUstrias
quimicas, petroquimicas, farmacéuticas, biotecnologias e
ambientais (WU et al., 2009).

A maioria das membranas comerciais de NF é feita com
bases poliméricas; os polimeros orgénicos tém a vantagem de
ter facil industrializacéo, metodologia de preparacdo simplificada
e baixo custo, porém possui a desvantagem em relacdo a
termoestabilidade, potencial de incrustacdo e reduzido
intumescimento (PANDA e DE, 2014). Estas desvantagens vém
sendo contornadas com o desenvolvimento de materiais hibridos
do tipo orgénico/inorganicos, o que resulta no equilibrio dos dois
tipos de material. Assim, as caracteristicas dos materiais
inorganicos, como elevadas propriedades mecanicas e térmicas,
estabilidade dimensional, desempenho anti-intumescimento e
hidrofilicidade, combinam-se com a flexibilidade e ductibilidade
dos polimeros organicos (JIN et al., 2012).
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A quitosana (QTS), um polimero natural, vem sendo
utilizada ha décadas para a remocao de metais de solucdes
aquosas (VITALI et al.,, 2008; VASCONCELOS et al., 2007,
JUSTI et al., 2005) e apresenta caracteristicas apropriadas para
este fim por ser atéxico, inodoro, bactericida, biocompativel e
biodegradavel (SHENVI et al.,, 2013; VICENTINI et al., 2010).
Entretanto, a QTS possui algumas limitacbes como o elevado
grau de intumescimento em agua, que compromete a
estabilidade dimensional, e a reduzida resisténcia mecéanica.
Estas limitagbes podem ser contornadas com reagfes de
reticulacdo entre cadeias poliméricas, que reduzem o
afastamento destas e, consequentemente, 0 intumescimento. A
reticulacdo pode ser também o fator limitante para o potencial de
seletividade a rejeicdo de ions na membrana, pois é 0 agente
reticulante que ira determinar qual sitio ativo da QTS ficara livre
para complexar os ions.

A baixa resisténcia mecanica da QTS a aplicacdo de
pressdo pode ser contornada também pelo uso de outros
polimeros como suporte das membranas. A camada ativa da
QTS promove a seletividade necessaria e melhora a
permeabilidade da membrana, enquanto o suporte fornece a
resisténcia mecanica.

Entre os polimeros utilizados como suporte em
membranas de NF, destaca-se a polissulfona (PSF) (GUILLEN et
al.,, 2011; NECHIFOR et al., 2009) por possuir excelentes
caracteristicas, como a elevada resisténcia mecénica e térmica
das membranas devido aos anéis aromaticos que compdem sua
cadeia principal. Estas caracteristicas contribuem para aplicacéo
da PSF como suporte em membranas de NF, inclusive com a
incorporacdo de alguns nanomateriais (NM) inorganicos, como
diéxido de silicio (SiO,), que confere & membrana novas
propriedades, como resisténcia mecénica e aumento de
adsorcdo de ions (JIN et al.,, 2012), melhorando assim sua
eficiéncia de NF.

De acordo com a problemética apresentada, este
trabalho objetivou preparar membranas poliméricas
nanoestruturadas; uma camada composta por PSF estruturada
com nanotubos de SiO, (NTS) e a outra membrana composta por
QTS, reticulada com o agente reticulante epicloridrina (EPC),
contendo NTS funcionalizados com a molécula aminosilano 3-[2-
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(2-aminoetiamino)etilenoamino]propiltrimetoxisilano (NTS-F);
doravante a denominacdo da funcionalizacdo dos NTS com o
aminosilano sera NTS-F. Para as composicdes de membranas
preparadas foi testada a eficiéncia de remocédo de ions dos sais
NaCl e MgCl, em um sistema piloto de filtracdo de membranas
em modo dead-end e, foi também, avaliada a toxicidade de todos
0Ss materiais que compdem a membrana, utilizando como
bioindicador o microcrustdceo de agua doce Daphnia magna e
células da linhagem Vero.

Todo o trabalho foi desenvolvido no Laboratério de
Toxicologia Ambiental — LABTOX do departamento de
Engenharia Sanitaria e Ambiental da UFSC como parte do
Projeto Universal do CNPg. O LABTOX, existente desde 1997,
vem desenvolvendo estudos toxicolégicos de nanomateriais (NM)
desde 2009 e, atualmente, conta com um laboratério de sintese
de NM, onde os NT envolvidos neste trabalho foram sintetizados.
O LABTOX possui cooperagfes internacionais com UQAM
(Montreal, Canada), RICE (Houston, EUA), Bordeaux 2
(Bordeaux, Franca) e nacionais com a UNIFESP (Sdo Paulo,
Brasil) e UNIVILLE (Joinville, Brasil).
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2. JUSTIFICATIVA

A agua potéavel esta se tornando cada vez mais escassa;
a pequena quantidade de agua doce disponivel para o consumo,
0 aumento demografico e a poluicdo sdo as principais causas da
pouca agua disponivel. Com a populacdo mundial estimada a
chegar a 9 bilhdes até o ano 2050 (UNFPA, 2011) a demanda
por alimentos também ira conduzir inevitavelmente um aumento
ainda maior da demanda de agua para a irrigacao, estimada em
70% do uso total da agua (SHAFFER et al., 2012).

O aumento consideravel da populacdo mundial,
juntamente com a urbanizagdo e deplecdo de combustiveis
fésseis, resultou em um rapido aumento na demanda por agua
potavel e energia. Apesar da maior parte do territério do planeta
terra ser composta por &agua, menos de 1% do total é
considerada potavel (UNESCO, 2009) e espera-se que O0s
desafios referentes a esta problematica piorem nas proximas
décadas. Os problemas relacionados acima aliados aos niveis
alarmantes de poluicdo implicam diretamente em efeitos
deletérios aos  organismos  aquaticos,  principalmente
relacionados as elevadas taxas de metais pesados e sais
dissolvidos, geralmente cloretos, que resultam em
contaminagdes antropogénicas.

Segundo Kaushal et al. (2005), em Baltimore, MD, EUA,
onde ocorre frequentemente o uso de sal nas estradas para
evitar a derrapagem dos carros nas camadas de gelo formadas
no asfalto , as concentragcfes de cloretos muitas vezes excedem
os limites téxicos no meio aquatico (>230 mg L™). Também nos
Estados Unidos, Mullaney et al. (2009) avaliaram 100 pontos
entre norte e nordeste do pais e encontraram taxas de cloretos
que apresentavam riscos aos organismos aquaticos (230 mg L™).
No Brasil, segundo a Resolu¢do CONAMA n° 430 (BRASIL,
2011), a concentracao limitrofe de cloretos totais corresponde a
250 mg L™ para aguas doces classe 1. Atualmente, estdo sendo
desenvolvidas vérias tecnologias para a obtencdo de agua
potavel através da dessalinizacdo da agua do mar e de aguas
salobras, porém o custo-beneficio destas tecnologias &
dificultado pelo alto consumo de energia (ELIMELECH e
PHILLIP, 2011).
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A tecnologia de dessalinizacdo, principalmente pelo
processo de membranas, € reconhecida atualmente como uma
das melhores alternativas para o problema de escassez de agua.
Entretanto, existem algumas limitagdes, como incrustamento das
membranas e consumo de energia devido as altas pressdes
requeridas para o processo, que limitam o desenvolvimento
desta préatica em larga escala (MOHAMMAD et al., 2015). Para
reverter estes problemas, membranas de NF estdo sendo
utilizadas, mostrando seu potencial em pré-tratamentos de
dessalinizacdo da agua do mar, em substituicio a osmose
reversa ou integrada a outros processos.

Neste contexto, o Laboratério de Toxicologia Ambiental
(LABTOX), do Departamento de Engenharia Sanitaria e
Ambiental da Universidade Federal de Santa Catarina, vem
desenvolvendo estudos sobre o preparo de membranas de NF
nanoestruturadas juntamente com a avaliagcdo toxicologia dos
materiais que a compdem, testando sua eficiéncia na remocéao
de contaminantes, como metais pesados, e na dessalinizacéo;
este Ultimo corresponde ao foco deste trabalho.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver membranas poliméricas nanoestruturadas
de baixa toxicidade para rejeicao de ions de sais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar membranas poliméricas de polissulfona (PSF)
com nanotubos de SiO, puros (NTS) e de quitosana
(QTS) com nanotubos de SiO, funcionalizados (NTS-F),
reticulada com EPC.

e Caracterizar 0s NTS e NTS-F e as membranas de PSF e
QTS por diferentes técnicas;

e Determinar a eficiéncia da rejeicdo de ions de sais em
sistema piloto de filtragdo em modo dead-end;

e Avaliar a toxicidade dos componentes da membrana com
0 microcrustaceo de agua doce D. magna e cultura
celular da linhagem Vero.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 DESSALINIZACAO

A dessalinizacdo da agua é um processo fisico-quimico
de retirada de sais da agua, tornando-a doce, ou potavel e pode
ser aplicada em &aguas salgadas ou salobras; este sistema se
apresenta como uma das solucdes para vencer a crise hidrica
gue se pronuncia.

Atualmente existem quatro métodos adotados de
conversdao da agua salgada em doce: a osmose reversa
(ALGHOUL et al., 2016; ALTAEE, et al., 2016; SUZUKI et al.,
2016) onde o processo é feito através de membranas de
filtracdo; a destilacdo multiestagios (TOKUI et al., 2014), que
consiste na evaporagdo e purificacdo da agua através da
passagem por diversas células de ebulicdo-condensacédo; a
dessalinizagédo térmica (TAMBURINI et al., 2016) onde a agua
fica armazenada em tanques cobertos por vidro e esta passa por
evaporacdo, geralmente através de aquecimento solar, e
condensacao no proprio local de armazenamento; e o método
por congelamento (GAO et al., 2014), onde a agua salgada ou
salobra é congelada e os sais nela contidos sdo separados da
agua pura.

Existem atualmente 7500 usinas em operac¢do no Golfo
Pérsico, Espanha, Malta, Australia e Caribe, onde 4,8 bilhées de
metros cubicos de agua salgada séo convertidos em agua doce,
por ano. No Brasil, o ITA em 1970 e a Petrobras em 1987,
iniciaram programas de dessalinizagdo da agua do mar
(AMBIENTE BRASIL, 2015). Entretanto, estes programas foram
interrompidos e atualmente outros programas estdo em
andamento. Em Fernando de Noronha e em alguns municipios
do Ceard a populacdo ja utiliza agua dessalinizada para o
consumo, porém enfrenta desafios quanto a manutencdo e
custos gerais do sistema.

Em Barcelona existe a maior estacdo de dessalinizagcéo
de agua da Europa que abastece 1 milhdo de pessoas, porém
provocou um aumento na conta dos cidaddos espanhois em até
70%, mostrando que este sistema necessita de melhorias para
gue se torne viavel. No Brasil o custo da dessalinizacdo é de R$
1,65, cinco vezes maior do que o tratamento convencional (R$
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0,33/m3) e com a crise econdmica que o pais enfrenta, este valor
tende a aumentar ainda mais ja que houve um aumento na conta
de energia elétrica de 51% em 2015.

No que diz respeito ao tratamento avancado de aguas
residuarias, atualmente o processo de OR oferece a mais fina
forma de filtracdo disponivel, com alta rejeicdo da maioria dos
ions dissolvidos. No entanto, com os altos custos gerados por
este sistema, devido as altas pressbes requeridas, faz-se
necessaria a ado¢do de membranas que resultem em indices de
rejeicdo menores e maior permeabilidade, utilizando pressoes
mais baixas (LI et al.,2008).

4.2 MEMBRANAS DE NANOFILTRAGAO

As membranas de NF possuem propriedades entre UF e
OR (Figura 1) e, segundo Li et al. (2008) as membranas de NF
caracterizam-se pela elevada rejeicdo de sais polivalentes (99%),
moderada rejeicdo de sais monovalentes (0 a 70%) e alta
rejeicdo de compostos organicos com peso molecular superior ao
da membrana.

Figura 1. Estratégias de filtracdo por membranas de acordo com a
selecdo de contaminantes e pressdo requerida para cada tipo de
filtrac&o.
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Membranas de NF promovem separacdo de alta
eficiéncia a um baixo gasto energético e atuam por transferéncia
de massa por difusdo, permitindo que certas solucdes idnicas,
predominantemente ions monovalentes com raios idnicos
reduzidos e agua permeiem através da membrana. No entanto
vale ressaltar que ions monovalentes com raios idnicos elevados
podem ser retidos eficientemente por membranas de NF. As
membranas saturadas de ions podem ser tratadas, entdo, por
retrolavagem, onde solu¢des adequadas fazem a remocéo dos
ions e as membranas sao reativadas no préprio filtro,
proporcionando alta durabilidade da mesma e potencial de
aplicacdo em larga escala. Membranas de NF podem possuir
diversas composicdes (Tabela 1) e suas aplicagbes podem ser
individuais ou combinadas a outro processo de separacao.

Tabela 1. Composi¢cdes de membranas de NF e percentual de rejeicdo de
ions de sais de acordo com as pressdes exercidas.

Composi¢cdes  Sais - % derejeicdo Pressdao (kPa) Referéncia

MgCl, e MgSO,- 30 %; Zhu et al.
QTS/MMT 400
NaCl - 15% (2015)
PSF/QTS Na,SO, - 90,8%; e Miao et al.
sulfatada NacCl - 32,5% (2013)
Na,SO, )
Lietal.
PHMG/TMC/PSF  50%>MgSQ,>MgCl,> 800
(2014)
NaCl*
i Na,S0,>MgS0O,>MgC Jin et al.
PSF/NP - SiO, 600
l,>NaCl** (2012)
PSF/QTS — NT Kumar et al.
. NaCl - 46% 300
TiO, (2013)
NaCl — 40%; Panda e De
PSF/PEG - ZnCl, 690
Na,S0,: 52% (2014)

*Ordem decrescente de rejeicao dos sais, sendo o maior de 50% (Na,SO,).

** Ordem decrescente de rejeicdo dos sais.
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Segundo Li et al. (2008) as membranas de NF
caracterizam-se pela elevada rejeicdo de sais polivalentes (99%),
moderada rejeicdo de sais monovalentes (0 a 70%) e alta
rejeicdo de compostos organicos com peso molecular superior ao
da membrana. A baixa eficiéncia na remocdo de ions
monovalentes fez com que o uso das membranas de NF se
direcionasse preferencialmente a remocéo de ions bivalentes,
como Ca*? (SONG et al., 2011), Mg*® (LLENAS et al., 2013) e
S0,?(VUONG, 2006) e de matéria organica natural.

Um dos desafios das membranas de NF é a propenséo a
incrustacdo das mesmas, que pode prejudica-las em relagdo a
durabilidade e eficiéncia por causar reducdo no fluxo. Outro
desafio no preparo das membranas de NF é conseguir equilibrar
0 seu carater hidrofilico com o hidrof6bico. Para isto, existem
diferentes métodos de preparacdo e modificacdo das
propriedades de membranas de NF, como polimerizagéo
interfacial (Pl), preparacdo de materiais hibridos, preparacdo de
blendas poliméricas misciveis e a combinacdo de duplas ou
multiplas camadas compositas de materiais (MOHAMMAD et al.,
2015).

O método Pl consiste na formacdo de filmes
extremamente finos, em média 50 nm, sobre a superficie das
membranas que resultam da reagdo e copolimerizacdo entre dois
mondmeros e promove uma melhora significativa na eficiéncia
das membranas (MOHAMMAD et al., 2015). A preparacdo de
materiais hibridos consiste na mistura de materiais poliméricos
com aditivos inorganicos ou organicos em nanoescala. A técnica
de incorporagcdo de nanomateriais (NM) ¢é utlizada para
aumentar a permeabilidade da membrana, as propriedades
mecanicas, a hidrofilicidade, as propriedades antimicrobianas e,
em alguns casos, a seletividade. Os NM mais utilizados
atualmente em membranas de NF sdo TiO,, Ag, ZnO e SiO,
(MOHAMMAD et al., 2015).

As blendas poliméricas consistem na mistura de pelo
menos dois polimeros ou copolimeros sem que haja reagdo
guimica entre eles, desde que tenham um solvente comum. A
preparacdo de blendas objetiva a melhoria das propriedades
fisicas, quimicas, de processamento e diminuicdo de custos
quando comparadas as propriedades dos polimeros puros. A
mistura fisica de polimeros pode dar origem a um sistema
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miscivel, o qual é favorecido na presenca de interacdes
intermoleculares, resultando em uma mistura homogénea.
Entretanto, predominam sistemas imisciveis, com a formacéo de
duas ou mais fases, cujas propriedades e desempenho das
blendas dependem da dispersdo dos dominios na matriz e das
forcas de interac&o entre eles (OREFICE et al., 2004).

Outra técnica para preparar membranas de NF é
combinar materiais compdésitos na forma de duplas ou mdultiplas
camadas. Estes materiais podem conter nanoestruturas
incorporadas em matrizes poliméricas de naturezas distintas.
Sendo assim, membranas com diferentes composicfes e
capacidade de permeacdo e rejeicdo vém sendo desenvolvidas
para NF.

4.3 QUITOSANA

A QTS é um copolimero constituido de unidades de 2-
amino-B(1-4)-2-desoxi-D-glicopiranose e 2-acetamido-B(1-4)-2-
desoxi-D-glicopiranose e é obtido a partir do processo de
desacetilacdo da quitina, um biopolimero encontrado na
carapaca de crustaceos e insetos (VICENTINI et al., 2010). O
processo de desacetilacdo da quitina consiste em promover
reacOes de hidrdlise do polimero com solucées de hidroxido de
sbédio concentradas (40 a 50%) a temperaturas elevadas. Esta
reacdo de hidrélise pode remover alguns ou a maior parte dos
grupos acetoamida da quitina, que sédo substituidos por grupos
amina, que caracterizarq a QTS; quanto maior a substituicdo de
grupos acetoamida por grupos amina, maior sera o grau de
pureza da QTS.

Uma das principais vantagens da QTS é a sua
processabilidade, pois a QTS € soluvel em solugbes &acidas,
como em acido acético, citrico e cloridrico; a quitina por sua vez
ndo é solivel nesses meios, somente em poucos sistemas de
solventes com pH béasicos e em temperaturas especificas
(CAMPANA-FILHO et al., 2007) limitando sua processabilidade.

A QTS (Figura 2) apresenta caracteristicas apropriadas
para ser aplicada em diversas areas tecnolégicas por ser atoxica,
inodora, bactericida, biocompativel e biodegradavel (SHENVI et
al.,, 2013). As possibilidades de aplicacdo sdo ainda mais
enriquecidas pelo fato da QTS poder ser preparada em
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diferentes formas, tais como solugfes de viscosidade controlada,

géis, filmes e membranas, microesferas e nanoparticulas
(VICENTINI et al., 2010; CAMPANA-FILHO et al., 2007).

Figura 2. Representacao da estrutura monomérica da quitosana.
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Fonte: Autor.

A solubilidade da QTS em solu¢bes acidas diluidas se
deve a protonacdo dos grupos amina, 0sS quais sao sensiveis a
variacdo de pH e podem formar um gel ou dissolver
completamente. Para melhorar as propriedades adsorventes,
reduzindo o grau de intumescimento da QTS, séo utilizados
agentes de entrecruzamento ou reticulantes, tais como
epicloridrina (MIAO et al., 2013a), gluteraldeido (SHENVI et al.,
2013), hexametileno diisocianato (MIAO et al.,, 2013), entre
outros.

A reticulacdo é realizada a fim de formar ligacbes
cruzadas através de reacgdes quimicas, que promovem ligacGes
covalentes ou ibnicas entre os grupos funcionais da QTS e a
molécula reticulante. Esta modificacdo quimica visa restringir o
afastamento das cadeias poliméricas da QTS, ou ainda, ligar
suas cadeias as de outros polimeros gerando redes poliméricas.
Este processo ocorre através da reacdo entre sitios ativos
especificos da estrutura dos polimeros. No caso da QTS os sitios
reativos sdo os grupos amina (NH) e hidroxila (OH). A reticulagéo
promove o0 aumento das propriedades mecanicas, reducdo do
grau de intumescimento e elevacdo da estabilidade dimensional
e insolubilidade em solu¢des &cidas (CHIOU et al., 2004;
SHENVI et al., 2013).

A reticulacdo é influenciada, também, pelo tipo e pela
concentracdo do agente de entrecruzamento envolvido no
processo. A elevacao do grau de reticulacdo reduz a porosidade
do material, a permeabilidade e sera também o fator
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determinante na difusdo de possiveis substancias aprisionadas
nas redes poliméricas formadas (BEGER, et al. 2004). Os
agentes de reticulacdo podem reagir com o0s dois grupos
funcionais da QTS (NH, e OH) ou apresentar afinidade
preferencial por um destes grupos, deixando outro livre, o que
pode ser determinante na eficiéncia de retencao dos ions.

A epicloridrina (EPC) é um reticulante cujo agente ligante
€ o0 grupo OH. O processo se inicia com a eliminagéo do haleto e,
posteriormente, com a abertura do epdxido, um anel formado por
trés atomos de um éter ciclico, forma o entrecruzamento através
de ligacdes covalentes entre as moléculas de QTS, conforme
mostrado na Figura 3 (GONSALVES e ARAUJO, 2011). Desta
maneira, quando a QTS é reticulada com este agente, o sitio
reativo livre da QTS é o grupo NH.

Figura 3. Esquema ilustrativo da reacdo de reticulacdo da QTS com
EPC onde ocorre a liberacdo do haleto (A) seguido da abertura do
epoxido (B), resultando na ligacdo covalente das moléculas de QTS (C).
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Fonte: Adaptado de Gonsalves e Araujo (2011).

A QTS apresenta baixa estabilidade mecéanica para
suportar as pressbes de NF, dificultando o seu uso em larga
escala. Esta desvantagem pode ser evitada adicionando outros
materiais & membrana ou suportando a QTS como camada ativa
em um substrato poroso que servira como sustentacdo. Desta
maneira a camada ativa da QTS promove a seletividade
necessaria e melhora a permeabilidade da membrana, enquanto
0 substrato poroso fornece a resisténcia mecéanica necessaria.
Sao inlmeros os materiais polimeros que vem sendo utilizados
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como potenciais suportes de membranas para QTS e derivados
de QTS modificadas, sdo eles: polissulfona, polietersulfona,
poliuretano, poliacrilonitrila, e polivinildifluoreto (PADAKI et al.,
2012; YULIWATI e ISMAIL, 2011).

4.4 POLISSULFONA

A polissulfona (PSF) é um dos materiais mais aplicaveis
na producdo de varios tipos de membranas. Trata-se de um
polimero sintético, predominantemente amorfo, que possui
caracteristicas como solubilidade em uma grande variedade de
solventes polares apréticos, resisténcia térmica elevada (Tg ~
185 °C), resisténcia quimica em toda a gama de pH, resisténcia
em meio oxidante (hipoclorito de 5 - 7%, de perdxido de
hidrogénio a 3 - 5%) e elevada resisténcia mecéanica (SINHA e
PURKAIT, 2015). Esta resisténcia mecanica se deve a presenca
de anéis aromaticos na sua cadeia principal que promovem
equilibrio estrutural e quimico, aumentando a estabilidade
dimensional e sua rigidez (Figura 4).

Figura 4. Representac&o da estrutura monomérica da polissulfona.

Fonte: adaptado do sitio
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/428302?lang=pt&re
gion=BR (2016).

Membranas de PSF geralmente sé&o utilizadas para
microfiltracdo (MF) e ultrafiltracdo (UF), ou para separagdo de
gases. Porém, devido as 6timas caracteristicas mecanicas da
PSF, esta se tornou um excelente material para 0 uso como
suporte poroso para membranas de OR e de NF (WANG et al.,
2011). O método de inversdo de fase por precipitacdo é mais
utilizada na preparacdo de membranas de PSF (KUMAR et al.,
2013; SINHA e PURKAIT, 2015; ROUX et al., 2012), no entanto
a variabilidade na solubilidade da PSF permite a co-dissolucao
de outros polimeros para fabricar membranas pelo método de
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blendas poliméricas (KUMAR et al., 2013; SINHA e PURKAIT,
2015).

A elevada hidrofobicidade das membranas de PSF
favorece a deposicao e adsorcdo de fouling na superficie e nos
poros das membranas, 0 que pode reduzir o fluxo e diminuir a
vida util da membrana (MULDER, 1996; SU et al., 2008). A
propriedade anti fouling da membrana de PSF pode ser induzida
através do aumento da hidrofilicidade, por meio de modificacbes
quimicas ou adicdo de NM inorganicos, que apresentam maior
area superficial especifica e que podem conferir as membranas
novas propriedades, aumentando assim sua eficiéncia de NF
(KUMAR et al., 2013).

4.5 NANOESTRUTURAS DE DIOXIDO DE SILICIO

O SiO, (Figura 5), ou silica, € um dos oxidos mais
abundantes da natureza e constitui cerca de 90% da areia. O
SiO, € amplamente utilizado em diferentes campos da indUstria,
como embalagens, ceramicas, veiculo de farmacos, cosméticos,
biosensores e para o tratamento de cancer (MASJEDI-ARANI et
al., 2016). O SiO, é considerado quimicamente inerte,
transparente, resistente a ataques microbianos, mecanicamente
resistente e termicamente estavel (MEUNIER et al.,, 2010;
PERULLINI et al., 2014). Pode ser encontrado em muitos
organismos vivos, incluindo diatoméceas, bactérias e plantas
(PERULLINI et al., 2014). O SiO, pode ser amorfo ou cristalino,
poroso ou ndo poroso (denso), anidro ou hidroxilado, de origem
natural ou sintético. A maior parte do SiO, sintético utilizado em
aplicacdes industriais sdo amorfos (NAPIERSKA et al., 2010).

Os NM de SiO, podem ser produzido por via Umida
(coloidal sol, gel ou precipitado SiO,) ou sintese pirolitica (SiO,
coloidal pirogenada) (FRUIJTIER-POLLOTH, 2012; MASER et
al., 2015; NAPIERSKA et al., 2010). NM de SiO, podem ser
produzidos de formas variadas, tais como nanoparticulas (NP),
nanotubos (NT), nanobastdes (NB) ou ainda como revestimentos
do tipo core-shell (CS), entre outras.
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Figura 5. Representagdo da estrutura atdbmica-molecular do SiO,
amorfo.
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Fonte: adaptado do sitio
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Silica.svg (2016).

Nanoestruturas de SiO,, geralmente amorfas
(FRUIJTIER-POLLOTH, 2012) e em diferentes morfologias (NT,
NP, nanobastdo), sdo bastante utilizadas em produtos industriais
como tintas, cosméticos, farmacos, polimeros, entre outros. Sao
também consideradas promissoras ferramentas para o
desenvolvimento de membranas de NF por ser um material de
menor custo comparado a outros materiais em nanoescala, como
Al,O3 e TiO, (JIN et al., 2012). A adicdo de NM em membranas
de NF, incluindo de SiO,, objetiva melhorar suas propriedades,
como o equilibrio da hidrofilicidade e diminuicdo da incrustacao,
melhorando o fluxo de permeacéo (LUO et al., 2005). No trabalho
de Jin et al. (2012) foi preparada uma membrana com uma
camada fina de poliamida amina (PA) e SiO, sobre um suporte
de PSF, que elevou a estabilidade térmica e hidrofilicidade, além
de melhorar as propriedades de permeacdo da membrana sem
perder sua eficiéncia de filtracdo. Esta membrana demonstrou-se
eficiente na separacdo de solucdo salina contendo anions
bivalentes.

No estudo proposto por Shen et al. (2011) foram
preparadas membranas de NF compostas por polietersulfona
(PES)/SiO, para uso no tratamento de agua bruta. Foi constatado
que a adicdo de SiO;, ndo afetou a estrutura da membrana e a
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hidrofilicidade e capacidade anti-incrustagdo aumentaram.
Atualmente ndo existem trabalhos na literatura com membranas
de NF estruturadas com SiO, com morfologia de NTS ou NTS-F,
somente NP. Os NT sdo especialmente interessantes devido a
morfologia de cavidade oca contendo poucas dezenas de
nanémetros.

Quanto a toxicidade, a silica, quando em sua forma
cristalina, pode ser prejudicial se for inalada de forma
pulverizada, principalmente durante longas exposicfes
(VUPPUTURI et al.,, 2012). Esta exposicdo pode resultar em
silicose, uma inflamacéo pulmonar (FILHO e SANTOS, 2006) e
também em doencas renais (VUPPUTURI et al, 2012).
Entretanto, a forma amorfa do SiO, apresenta baixa toxicidade
quando comparada a forma cristalina do material (NAPIERSKA
et al.,, 2010). A diferenga na toxicidade se deve ao fato de que,
apos sua absorg¢éo, a silica amorfa serd excretada pelos rins sem
acumulacdo no organismo, ao contrario da forma cristalina que
comumente é acumulado nos pulmdes e ganglios linfaticos
(FRUUJTIER-POLLOTH, 2012). Entretanto é importante a
investigacdo dos impactos ambientais e a saide humana, devido
a crescente aplicacio em diversos setores da industria,
requerendo grande demanda de producéo e, consequentemente,
ampliando a exposicdo ocupacional, a qual vem sendo alvo
constante de estudos toxicolégicos (MASER et al., 2015).

Na pesquisa de Lee et al., (2009), foram observados os
efeitos da exposicédo de NP de SiO, de tamanhos diferentes, com
7 e 10 nm e é&rea superficial de 349,71 e 644,44 m? g*,
respectivamente, no microcrustaceo de agua doce D. magna. No
estudo, os autores constataram que nao houve efeito na
integridade do DNA (ensaio Cometa), nem nos parametros de
crescimento e reproducdo em testes com uma Unica
concentragdo de 1 mg L™ em 96 horas de exposi¢éo. Entretanto,
os resultados sdo inconclusivos, devido a Unica concentracéo
testada, que néo é suficiente para estabelecer uma relagéo entre
a concentragao e a toxicidade.

Ja no estudo de Brown et al. (2007), foi comparada a
toxicidade de nanoparticulas e nanobastfes de silica amorfa em
células pulmonares humanas, com e sem revestimento de
fibronecitina ou polietilenoglicol. Os NM de silica sem
revestimento induziram um aumento na producao de interleucina-



41

8 (IL-8), uma resposta imune natural das células, e liberacdo de
lactato desidrogenase (LDH), que é liberado para o meio
extracelular quando ha apoptose ou perda da integridade celular.
Com o revestimento, no entanto, ndo houve toxicidade,
sugerindo que a modificacdo das superficies dos NM mitigaram
os efeitos toxicos.

No trabalho desenvolvido por Maser et al. (2015) foi
constatada genotoxicidade de NM de SiO, em diferentes
tamanhos em altas concentracdes, causando efeitos toxicos em
células pulmonares de ratos in vitro e in vivo. No estudo de
Napierska et al. (2010, foi realizado uma revisdo sobre a
toxicidade de NM de SiO, cristalina e amorfa. No caso da
amorfa, foi constatada toxicidade in vitro de NP de SiO, e, em
alguns casos, foi reportada sua internalizacdo celular,
aumentando os niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
estimulo pré-inflamatério. Entretanto, segundo Li et al. (2011),
esta internalizacdo das NP ocorre sem afetar as células.

4.6 FUNCIONALIZACAO

A técnica de ancorar moléculas especificas na superficie
dos NM, também denominada funcionalizacdo, permite modificar
as propriedades das nanoestruturas, como, por exemplo, alterar
a carga superficial da particula (BHATTACHARJEE et al., 2013).
No trabalho de Ko et al., (2013) moléculas contendo grupos
funcionais aminas foram aplicadas para NF e captura de CO, e
foi constatado um aumento na adsorgao de fons Cu*?.

A reacdo de funcionalizagdo dos NTS com a molécula
aminosilano de procedéncia comercial, 3-[2-(2-
aminoetiamino)etilenoamino]propiltrimetédxisilano, mostrada na
Figura 6, (KO et al., 2013), permite elevar a capacidade de
adsorcdo de ions devido a presenca de trés grupos aminas,
sendo um primario e dois secundarios. A funcionalizacdo néo
compromete o desempenho das fungbes do substrato
nanomeérico, seja ela antincrustante ou biocida.
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Figura 6. Representacdo da estrutura molecular aminosilano 3-[2-(2-
aminoetiamino)etilenoamino]propiltrimetoxisilano.
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Fonte: adaptado do sitio
http://www.chemicalbook.com/ProductChemicalPropertiesCB8443944_E
N.htm (2016).

Quanto a toxicidade, foi relatado por Clément et al. (2013)
que, comparando NP de SiO, e NP de SiO, funcionalizada com
molécula 3-(aminopropil)trimetéxisilano a toxicidade da verséo
funcionalizada foi menor do que a da verséo pura para D.magna
e Phaeodactylum tricornutum. Entretanto, a toxicidade varia de
acordo com a molécula funcionalizante empregada (MONTES-
FONSECA et al., 2012), pois, em certos casos, pode ocorrer uma
potencializacdo da toxicidade para o material funcionalizado (LIU
et al., 2008).

No caso da molécula utilizada por Clément et al. (2013),
foi relatado por Ko et al. (2013) que esta possui um tamanho
aproximado de 0,9 nm, ja a molécula utilizada no presente
trabalho possui um tamanho estimado de 1,7 nm, portanto, esta
ultima possui uma regido hidrofilica maior, que pode resultar
numa maior afinidade com os organismos-teste, sendo este um
fator determinante na hora de avaliar a toxicidade. Ainda ndo h&
relatos na literatura sobre a toxicidade da molécula aminosilano
ou 3-[2-(2-aminoetiamino)etilenoamino]propiltrimetéxisilano, que
foi utilizada neste trabalho.

4.7 TECNICAS DE CARACTERIZACAO DE NANOMATERIAIS
Para uma pesquisa com nanomateriais € necessario o
estudo de sua morfologia, tamanho, comportamento em
suspenséo, etc. Em um estudo toxicologico, o conhecimento das
caracteristicas dos NM é essencial para uma melhor
compreensdo dos efeitos nocivos desses materiais. Dentre as
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técnicas existentes para a caracterizacdo de NM, as principais
sao as seguintes:

Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR): Nesta técnica a radiac@o no infravermelho incide sobre a
amostra a ser analisada e a radiacdo transmitida é, entéo,
comparada aquela transmitida na auséncia de amostra. O
espectrémetro registra o resultado na forma de uma banda de
absorcédo. Esta técnica fornece evidencias da presenca de varios
grupos funcionais na estrutura organica devido a interacdo das
moléculas ou atomos com a radiacdo eletromagnética em um
processo de vibracdo molecular.

Area_Superficial Especifica — Método BET: Este método de
caracterizacdo é um parametro importante a ser relacionado com
a toxicologia de NM, pois a toxicidade, em muitos casos,
depende da area disponivel dos NM para reagir ou liberar ions. O
método mais utilizado € o BET, nomeado assim por seus
criadores Brunauer, Emmet e Teller (BRUNAUER et al.,1938).
Trata-se da adsorcao fisica de um gas inerte (por exemplo, 0
nitrogénio - N2) a baixas temperaturas e, entdo, os dados
gerados sdo aplicados em formulas do préprio procedimento
BET.

Potencial Zeta (PZ): O PZ é o potencial elétrico no plano
hidrodinamico de cisalhamento; ele é dependente da superficie
da particula e do pH do dispersante (ORTEGA et al.,, 1997;
METCALF e EDDY, 2003). Esta caracterizagdo é importante por
medir a estabilidade dos NM quando em suspensao. Uma
suspensdo com baixa sedimentagdo corresponde a uma
suspensédo estavel, sendo que, para isto, os NM devem possuir
PZ absoluto maior que 30 mV (MURDOCK et al., 2008).

Difracdo de Raio-X (DRX): A técnica de DRX é uma das mais
utilizadas para determinar se a estrutura interna de um material é
cristalina, semicristalina ou amorfa (SCAPIN, 2003; MEDEIROS,
2007, COSTA et al., 2009). No caso de materiais cristalinos, os
difratogramas resultam em picos estreitos que permitem a
comparacao e identificagcdo com o banco de dados internacional
para determinar a fase ou fases cristalinas presentes. Os
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materiais amorfos ndo possuem estrutura cristalina e seus
difratogramas resultam em picos com bases largas.

Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET): O MET é um
método de microscopia eletrénica capaz de exibir imagens a uma
resolugdo bastante maior, quando comparados a microscopios
Opticos. Isso se deve ao fato de que a técnica utilizada envolve
um feixe de elétrons, com um curto comprimento de onda, que é
emitido em dire¢cdo a amostra e passa por um conjunto de lentes
eletromagnéticas que estao localizadas dentro de uma camara a
vacuo. Estes elétrons interagem com a amostra e formam uma
imagem que € ampliada e focada em um aumento de 1.000 a
300.000 vezes o tamanho original (REIMER, 1997).

4.8 TECNICAS DE CARACTERIZACAO DE MEMBRANAS

Grau de Intumescimento e Molhabilidade: Trata-se de uma
técnica para constatar a capacidade de retencdo de agua das
membranas. No caso da QTS, que é hidrofilica, ocorre um
intumescimento da membrana, ou seja, a agua retida penetra
entre as cadeias poliméricas afastando-as, alterando a
estabilidade dimensional. No caso da PSF, que é hidrofobica, a
agua fica inserida em seus poros, porém sem alterar suas

dimensdes e aparéncia.

Angulo _de Contato: Esta caracterizacdo é uma das mais
utilizadas para a determinacdo da hidrofilicidade de uma
membrana. O angulo de contato corresponde a medida do
angulo (8) formado entre uma superficie e uma tangente tracada
de acordo com a tensédo superficial da gota de 4gua formada na
superficie (Figura 7). Esta gota €, entdo, avaliada de acordo com
seu formato resultante: completamente molhada, parcialmente
molhada ou ndo-molhada, conforme a Figura 8.

Figura 7: Representagdo da mensuracao do angulo de contato (8) em
membranas.
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Figura 8: Representacdo dos principais tipos de molhabilidade de
membranas: (a) completamente molhada (hidrofilica), (b) parcialmente
molhada, (c) ndo-molhada (hidrofébica).

Microscopia Eletrénica de Varredura com Fonte de Emissdo de
Campo (MEV-FEG): A microscopia eletrbnica de varredura
(MEV) é realizada através de um microscoépio capaz de produzir
imagens de alta resolugcdo e ampliacdo (até 300.000 x). As
imagens fornecidas pelo MEV sdo de carater virtual, ou seja,
correspondem a visualizacdo da energia emitida por elétrons.
Para uma maior resolucdo e visualizacdo das estruturas do
material analisado, utilizam-se canhdes de elétrons por emissdo
de campo (FEG) que produzem feixes de alta corrente com
didmetros de 5-10 nm. Com o canhdo de FEG as imagens
obtidas séo de resolucdo extremamente alta (até 650.000 x), que
sdo muito utilizadas para a caracterizacdo de materiais, inclusive
membranas porosas onde é possivel visualizar os poros e
permitir a definicho dos seus didmetros com imagens
tridimensionais.

Espectrometria de Energia Dispersiva (EDS): Para a obtencéo da
estequiometria dos materiais é utilizada a espectroscopia por
energia dispersiva (EDS - energy-dispersive spectroscopy).
Nesta caracterizacéo os raios-X séo distribuidos no espectro por
ordem energética, geralmente do menor nimero atémico (baixa
energia) para o maior (alta energia) (MALISKA, 2003). A EDS
vem acoplada ao MEV e, a partir das informagfes contidas no
espectro de raios-X, é possivel obter informacdes qualitativas e

guantitativas da composicao da amostra em escala microscopica.

Microscopia de Forca Atdmica (AFM): Para um estudo sobre
membranas com dupla camada, é importante conhecer a
topografia de suas superficies, para averiguar sua
compatibilidade fisica. Para isto € comumente utilizado um
microscopio de forca atdmica (AFM) onde s&o gerados mapas
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topograficos. O AFM consiste, basicamente, em uma alavanca
(cantilever) com uma ponta (tip), um fotodetector, um laser e um
scanner. A tip varre a amostra, que esta sobre o scanner que faz
movimentos nas dire¢cdes XYZ, rente a superficie, guiada pelo
cantilever. O feixe do laser é ajustado para incidir na extremidade
livre superior do cantilever e refletido para o fotodetector que
registra essas variagfes e sédo enviados para um computador em
forma de imagens, os mapas topogréficos (SALVADOR, 2011).
Para medidas em materiais macios como polimeros, o AFM
geralmente é operado no modo tapping.

Ensaio de Permeabilidade: O ensaio de permeabilidade de uma
membrana é importante para determinar seu comportamento
quanto ao fluxo permeado de acordo com a pressdo exercida.
Este ensaio consiste em avaliar diversas pressdes, em ordem
crescente, com agua de osmose reversa onde sao fornecidas
informacdes de porosidade e hidrofilicidade da membrana; estes
parametros séo definidos, também, de acordo com o tempo.

49 TOXICOLOGIA AMBIENTAL

A toxicologia ambiental é definida como o estudo dos
efeitos que certas substdncias podem causar a organismos
vivos, objetivando identificar e determinar sob quais
circunstancias a exposi¢do pode ser um risco (JAMES et al.,
2000). Ao sanar estas questdes é possivel estabelecer limites de
lancamento dos poluentes no meio ambiente (CHASIN e
PEDROZO, 2003; KNIE e LOPES, 2004; MATIAS e CREPPY,
1996).

A toxicologia € considerada uma ciéncia multidisciplinar,
abrangendo uma vasta area de conhecimento como quimica,
biologia, bioquimica, ecologia, medicina, farmacologia, fisiologia,
genética, etc. (YU, 2005). A relacdo da toxicologia com estas
diversas areas de conhecimento permite, em diversos casos, que
seja possivel prevenir, diagnosticar e tratar os possiveis efeitos
de uma substéncia no meio ambiente.

Com o rapido desenvolvimento industrial e tecnolégico no
século XX, surgiram também acidentes e poluicdo ambiental que
fizeram  necessarios estudos toxicol6gicos  envolvendo
populacdes e comunidades bioldgicas e suas interacdes. Este
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tipo de estudo foi denominado Ecotoxicologia, onde os efeitos
deletérios de poluentes sdo relacionados a ecossistemas,
incluindo o homem, considerando a degradacéo, bioacumulacéo
e bioamplificacdo dessas substancias (MATIAS e CREPPY,
1996).

Um dos estudos mais comumente utilizados é o de
toxicidade para organismos aquaticos, pois 0 ecossistema
aquatico € o receptor final de qualquer tipo de poluicdo, aquatica,
atmosférica ou de solo (MATIAS, 2014).

4.9.1 Organismo - teste: Daphnia magha

A toxicologia ambiental utiliza diversos organismos-teste
para a avaliagdo de toxicidade. Para a escolha do organismo
ideal, leva-se em consideracdo a seletividade de contaminantes,
disponibilidade do organismo, a uniformidade e estabilidade
genética nas populacgdes, representatividade de seu nivel tréfico,
facilidade de cultivo e o curto ciclo de vida (RAND et al., 1995).
Para a sele¢do do organismo-teste, leva-se em consideragédo
também fisiologia, comportamento e genética bem conhecidos, a
fim de que a interpretacdo dos dados seja mais facil e para
concluir sua veracidade (COSTA et al., 2008). Com estas
caracteristicas o microcrustdceo de agua doce Daphnia magna
(Figura 9) preenche estes requisitos.

Figura 9: Representagdo da estrutura morfolégica do microcrustaceo de
agua doce Daphnia magna.
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Fonte: adaptado do sitio www.7daphnia.blogs.sapo.pt/ (2016).
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As Gtimas caracteristicas conhecidas da D. magna para
testes de toxicidade incluem ciclo de vida curto, sao
facilmente cultivados em laboratério, possuem alta sensibilidade
a indmeros contaminantes e necessitam de menores volumes de
amostras para testes devido ao seu pequeno tamanho, ao
contrario de outras espécies (AMERICAN PUBLIC HEALTH
ASSOCIATION, 1998).

A D. magna possui um comprimento médio de 0,5 mm
em sua fase juvenil e 5 mm em sua fase adulta (KNIE e LOPES,
2004). Como mostrado na Figura 7, a morfologia deste
organismo consiste na presenca de dois pares de antenas na
cabeca; um par serve para locomocdo e o outro tem funcgéo
sensorial. Seu corpo possui uma carapaga transparente
envolvendo toda sua superficie e possui também um espinho
apical (FINKLER, 2002).

As aguas em que vivem devem possuir uma dureza
acima de 150 mg L™ (CaCOs), pH entre 6,5 e 9,5 (pH 6timo entre
7,2 e 8,5) e com oxigénio dissolvido até 4 mg L™ (USEPA, 2002).
A filtracdo de algas unicelulares garante sua principal fonte de
alimentacdo (KNIE e LOPES, 2004). A reproducédo da D. magna,
gquando em condicdes ambientais favoraveis, é através de
partenogénese onde sdo geradas apenas fémeas (ALVES e
SILVANO, 2006) idénticas as originais, garantindo a
padronizagdo dos resultados. Quando em ambiente
desfavoravel, ha uma tendéncia do aparecimento de ovos
sexuados, os efipios, induzidos através do acumulo de produtos
excretores (CIIMAR, 2015).

A D. magna pode ser utilizada para determinar a
toxicidade aguda e crbnica de inUmeros contaminantes, onde os
organismos sao expostos a diversas concentragbes da
substancia desejada e sdo constatados seus possiveis efeitos
como imobilidade, morte, alteracdes fisicas e funcionais, entre
outros (MATIAS, 2014).

4.9.2 Teste de Toxicidade Aguda

A toxicidade aguda é definida pela ocorréncia de efeitos
adversos sobre um organismo-teste em um curto espaco de
tempo, através da exposicao de uma Unica dose de um agente
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nocivo em diferentes diluicBes. Segundo Matias (2014) a duragéo
do teste pode variar, geralmente, entre 24 e 96 horas e o efeito
observado é a imobilidade dos organismos.

Os resultados do teste de toxicidade aguda geralmente
sdo expressos em concentracdo efetiva (CEsg) que corresponde
a concentracdo que causa efeito agudo em 50% da populacéo
exposta (COSTA et al, 2008; MATIAS, 2014). Os efeitos
observados neste teste sdo geralmente relacionados a letalidade
ou a inibicdo de movimento que, de acordo com a NBR 12713
(ABNT, 2009), sdo determinados a partir da incapacidade do
organismo de nadar na coluna d’agua apds um estimulo do
recipiente em até 15 segundos.

49.3 Testede Toxicidade Crbnica

A toxicidade crbnica é observada ap6s um longo periodo
de exposi¢cao dos organismos-teste a um agente nocivo. O tempo
de exposicdo compreende todo ou parte do ciclo de vida do
organismo, onde este sofre uma exposicao sub-letal continua a
substancia testada. Os principais parametros observados apés o
término do teste sdo alteracdes nas atividades respiratérias, na
morfologia, na reproducdo e no crescimento, n&o
necessariamente causando a morte do organismo (AZEVEDO e
CHASIN, 2003).

Os resultados dos testes sdo expressos em concentracao
de efeito observado (CEO), que é a menor concentracdo do
agente testado a causar efeitos sobre os organismos, e a
concentracdo de efeito ndo observado (CENO), que é a maior
concentracdo a nao causar efeitos sobre os organismos
(MATIAS, 2014; COSTA et al., 2008).

O teste crénico é um importante complemento ao teste
agudo, pois a auséncia de toxicidade aguda ndo indica
necessariamente a auséncia de efeitos deletérios sobre os
organismos. A Resolugcdo CONAMA n° 430 (BRASIL, 2011) exige
a realizacdo de testes cronicos para a classificacdo dos corpos
hidricos, apesar de ndo haver uma norma brasileira para a
orientacé@o dos testes; estes sdo conduzidos a partir do protocolo
da ISO 10706 (1ISO, 2000) e da OECD 211 (OECD, 2012).
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4.10 CITOTOXICIDADE: ENSAIOS IN VITRO
4.10.1 Linhagem Celular Vero

A técnica de cultivo de células é uma importante
ferramenta de pesquisa em diversas areas como, por exemplo,
toxicologia. Esta alternativa € interessante pelo fato de que o
comportamento das células é observado no local de cultivo em
condicbes controladas, o que torna esta pratica mais favoravel
para pesquisas. Os primeiros cultivos de células foram realizados
por Harrison, em 1907 e depois por Carrel, em 1912
(FRESHNEY, 2005).

As linhagens de células Vero, cujo modelo foi
estabelecido por Y. Yasumura e Y. Kawakita da Universidade de
Chiba, Japao, em 1962, consistem em fibroblastos de rim de
macaco verde africano (Cercopithecus aethiops) e sé&o
amplamente utilizadas em testes toxicolégicos por serem
analogos a células humanas e por seu facil cultivo (LIAO et al.,
2010). De acordo com o British Standard 6920-2.5:2000, células
Vero possuem uma morfologia triangular (Figura 10), quando
saudaveis, e, em alguns casos, levemente arredondadas quando
contaminadas.

Figura 10: Visualizac&o de células Vero por microscopia.

Fonte: adaptado do sitio <https://www.atcc.org/Products/All/CCL-
81.5.aspx#characteristics> (2016).
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4.10.2 Ensaio do MTT: Determinacédo da CEsg

O ensaio do MTT é um método colorimétrico que consiste
em expor as células previamente contaminadas, ao sal brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazolil-2,5-difeniltetrazdlio), o MTT, que sera
transformado pelas células viaveis, de cor amarela, em cristais
de formazan, de cor violeta. Isso acontece porque as células
viaveis possuem em sua mitocdndria uma enzima ativa chamada
succinato desidrogenase, uma enzima do ciclo de Krebs que faz
a conversdo do MTT em cristais de formazan. Esta converséo sé
€ possivel em células viaveis, indicando atividade mitocondrial e,
consequentemente, viabilidade celular (WAN et al., 1994).

A quantidade de cristais de formazan presentes €
avaliada por espectrofotometria e é diretamente proporcional a
atividade mitocondrial e viabilidade celular (MOSMANN,
1983, WAN et al., 1994).
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 MATERIAIS

Para a preparacdo dos materiais e testes envolvidos na
realizacdo deste trabalho, foram utilizados os materiais listados
na Tabela 2.

Tabela 2: Lista de todos os materiais utilizados nos procedimentos
experimentais do trabalho.

Material Especificagdes Procedéncia
Massa molar . .
Polissulfona (PSF) | média de 2,2 x 10* | Si9ma Aldrich,
-1 St. Louis, USA
g mol
N-metil-2-pirrolidona MgasrssngISLiQZ,als Sigma Aldrich,
(NMP) 99,5% St. Louis, USA
o " . Sigma Aldrich
0 1
Acido acético glacial Pureza 99,7% St. Louis, USA
Ortosilicato de tetraetila o Sigma Aldrich,
(TEOS) Pureza 99.999% | g% s, USA
Sigma Aldrich
0 ;
Tolueno Pureza 99,8% St. Louis, USA
i Sigma Aldrich
0 1
Epicloridrina (EPC) Pureza 99% St. Louis, USA
3-[2-(2-aminoetiamino) ) Acros, New
propil-trimetoxisilano Jersey, USA
Registrados no
) pedido de patente LABTOX,
NTS e NTS-F namero: BR UFSC
1020150031319
NaOH Pureza 97% Lafan, Sao_
Paulo, Brasil
Synth,
Etanol Pureza 99,5% Diadema/SP,
Brasil
Grau de
desacetilagdo de Golden Shell
Quitosana (QTS) 90% e massa . !
- China.
molar média de 1,2
x 10° g mol™
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White Martins,
Gés nitrogénio (N,) Pureza >90% Rio de Janeiro,
Brasil.
Brometo de 3-(4,5-
dimetil-tiazol-2-il)-2,5- - Fluka
difeniltetrazélio - MTT
L CAQ,
Cloreto f\'/? '\glagnes'o - Pureza 98% Diadema/SP,
9tl Brasil.
VETEC,
- Duque de
- 0,
Cloreto de Sédio - NaCl Pureza 99% Caxias, RJ,
Brasil
Dicromato de Potassio - o F. Maia, Cotia,
K,Cr,0, Pureza 99% SP, Brasil
Sigma Aldrich,
RPMI 1640 ) St. Louis, USA
. Sigma Aldrich,
Soro fetal bovino (SBF) - St. Louis, USA
- Sigma Aldrich,
L-glutamina (200 mM) - St. Louis, USA
Penicilina (50 U mL™) e . .
> Sigma Aldrich,
estreptomlf]lr;a (50 g - St. Louis, USA
Dimetil- sulféxido ) Sigma Aldrich,
(DMSO). St. Louis, USA
Agua de osmose 1 Permution,
reversa (OR) RO0420-20 L h Parana, Brasil

PREPARACAO DAS MEMBRANAS

521

Membrana de Polissulfona (PSF)

A membrana de PSF foi preparada pelo método de
evaporacdo de solvente seguida por inversdo de fases por
precipitacdo. Foi adicionado 1% em massa de NTS a N-metil-2-
pirrolidona (NMP) e sonicado por 2 minutos a 165 W. Em
seguida, foi adicionado 99% em massa de PSF e a suspenséo foi
mantida sob agitacdo por 24 h a 50 °C. Ap6s completa
solubiliza¢é@o, a solugdo foi vertida em uma placa de vidro e
espalhada com a ajuda de um bastéo de vidro. Apds 40 minutos,
a placa foi imersa em agua para a precipitacdo e destacamento
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da placa de vidro. A membrana foi deixada de molho por 15
minutos. Posteriormente, a membrana foi lavada com sucessivas
trocas de 4gua para remoc¢éo do excesso de solvente. Por fim, a
membrana foi imersa em etanol por 15 minutos e depois
armazenada em agua até seu uso.

5.2.2 Membrana de Quitosana (QTS)

Para a camada de QTS, foi utiizado o método de
evaporacado de solvente que consistiu em dissolver 98,5% em
massa de QTS em 99% de 4gua e submeter a solucdo a
sonicagdo por 2 minutos a 165 W. Depois, a suspensédo foi
solubilizada em um agitador magnético por 30 minutos e, entao,
foi adicionado 1% &cido acético concentrado (v/v). A solucéo
polimérica foi mantida sob agitacao por 30 min, até sua completa
solubilizac@o. Em seguida, foi adicionado 1,5% (m/m) de NTS-F a
QTS solubilizada e a solugdo foi sonicada por 2 min.
Posteriormente, a dispersdo polimérica foi vertida em placas de
petri de poliestireno com a massa fixa em 3,0 g de solugéo
polimérica (6 cm de didmetro) onde foram secas a temperatura
ambiente até a completa evaporacédo do solvente.

Depois de seca, a membrana de QTS foi imersa em uma
solucdo 1 M de NaOH por 30 minutos para a neutralizacdo dos
grupos aminas, para poder, entdo, realizar reagbes de
reticulacéo por ligacdes covalentes. Em seguida, a membrana foi
submetida a sucessivas lavagens para remocao do excesso de
NaOH. A ultima etapa de preparacdo consistiu em reticular a
QTS com reticulante, epicloridrina (EPC). Para isto a membrana
foi imersa em uma solugéo de 0,04 M de EPC com 0,067 M de
NaOH a 40 °C por 1 h. Por fim, apés a reticulacdo, as
membranas foram lavadas em agua para remover 0 excesso dos
reagentes e foram mantidas em agua até seu uso para impedir a
formacéo de cristais.

5.3 METODOLOGIAS DE CARACTERIZAGCAO DOS NTS

Os NTS e NTS-F foram caracterizados pelas seguintes
técnicas de caracterizacdes: espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR), area superficial especifica
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(método BET), potencial zeta (PZ), difracdo de raio-X (DRX) e
microscopia eletrdnica de transmissao (MET).

5.3.1 Espectroscopia no Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR)

. A andlise de FTIR foi realizada na Central de Andlises
do Departamento de Quimica da UFSC. O equipamento utilizado
foi o Spectroscopy Bruker FT-IR alfa. Na preparacdo das
amostras, estas foram misturadas ao sal KBr e depois prensadas
para formar pastilhas, que foram analisadas no equipamento no
intervalo de comprimento de onda de 4000 a 400 cm™. Com esta
analise foi possivel verificar a funcionalizacdo dos NTS-F devido
ao aparecimento das bandas tipicas de grupos funcionais
presentes na molécula funcionalizante

5.3.2 Area Superficial Especifica — Método BET

A andlise de BET foi realizada no Departamento de
Engenharia Metallrgica e de Materiais da Universidade Federal
de Minas Gerais—UFMG, com o0 equipamento Quantachrome
Instrument, modelo Nova-BET 1200 E.

As amostras de NTS foram preparadas a 150 °C por 1
hora e os NTS-F foram preparados a 100 °C, devido ao ponto de
fusdo da molécula funcionalizante ser entre 114 e 118 °C,
também por 1 hora; ambas sob vacuo no préprio equipamento.

Na andlise o gas nitrogénio (N,) passou sobre a
superficie das amostras previamente resfriada a temperatura do
nitrogénio liquido (-196 °C), sob pressdes de até 2 atm e, assim,
0 gas formou uma monocamada sobre a superficie dos NT. Os
resultados foram calculados pelo software do equipamento
através da equacéo BET.

5.3.3 Potencial Zeta (PZ)

A andlise de PZ foi realizada no LABTOX através do
equipamento Nanobrook 90Plus PALS (Brookhaven, New York,
USA). A preparacdo das amostras consistiu em suspender 1 g L™
de NM em agua de OR e sonicar em ultrassom a 165 W por 2
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minutos. Para as medidas, as solugfes foram diluidas para 250
mg L™ e adicionadas em cubetas para as anélises.

5.3.4 Difrac&o de Raio-X (DRX)

A analise de DRX foi realizada no Laboratério de
Caracterizacdo Microestrutural — LCM, do Departamento de
Engenharia Mecanica da UFSC. As amostras de NTS e NTS-F
foram analisadas em um difratbmetro de raios-X da marca
Philips, modelo X'Pert. O angulo de difracado utilizado 26 foi
registrado entre 20 a 60° em temperatura ambiente e foi utilizado
um tubo de cobre, CuKa, com A = 1,54056 A, como fonte de
raios-X.

5.3.5 Microscopia Eletrénica de Transmisséo (MET)

As imagens de MET dos NT foram obtidas no Laboratério
Central de Microscopia Eletrénica — LCME da UFSC através do
microscopio JEM-1011 TEM (JEOL Ltd., Tokyo, Japan, 100kV).
Para o preparo das amostras os NT foram suspensos em agua
de OR e depois ultrassonicados a 165 W por 2 minutos. As
amostras foram, entdo, gotejadas sobre grids de cobre revestidos
de carbono, que foram analisados no MET.

5.4 METODOLOGIAS DE CARACTERIZACAO DAS
MEMBRANAS

As membranas, de PSF e QTS, passaram pelas
seguintes caracterizacdes: grau de molhabilidade (PSF) e
intumescimento (QTS), angulo de contato, FEG, EDS, AFM e
permeabilidade.

5.4.1 Grau de Intumescimento e Molhabilidade

Para a QTS foi determinado o grau de intumescimento
(Gl%) através da Equacdo 1, onde a membrana seca,
previamente pesada (Ms), foi imersa em agua de OR por 24 h a
temperatura de 20 °C. Depois, a membrana molhada foi pesada
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novamente (Mm). Para a membrana de PSF foi usada a mesma
equacdo para determinar o grau de molhabilidade (GM%).

Mm-—Ms
Ms

Molhabilidade/Intumescimento (%) =

x 100 (1)
5.4.2 Angulo de Contato

O angulo de contato foi determinado a partir da técnica
da gota séssil. Esta avaliacdo foi realizada no Laboratério de
Materiais  Vitroceramicos (Vitrocer) do Departamento de
Engenharia Mecénica da UFSC.

As membranas foram recortadas em pequenos
guadrados (2 cm?) e foi colocado sobre elas uma gota de agua
de OR, para serem analisadas em um dilatbmetro 6ptico (Expert
System Solution, Misura ODHT). O equipamento fornece, entéo,
0 angulo externo, formado entre a membrana e a gota; este valor
€ subtraido de 180° valor do angulo total da superficie da
membrana, resultando, assim, no angulo interno, ou seja, o
angulo de contato. Foram feitas 40 medidas em 40 segundos
(uma medida por segundo) e, entdo, foi feita a média das
mesmas.

5.4.3 Microscopia Eletrbnica de Varredura com
Fonte de Emissdo de Campo (MEV-FEG)

As analises de MEV-FEG da superficie e da secc¢éo
transversal das membranas de PSF e QTS foram realizadas no
Laboratério Central de Microscopia Eletrénica (LCME) da UFSC
através do microscépio eletrdnico de varredura JEOL JSM-
6701F. Os stubs foram preparados através da colagem das
membranas com fita adesiva de dupla face; para os cortes
transversais, as membranas, cortadas com bisturi, foram
igualmente coladas, porém na lateral do stub, para posterior
analise no MEV-FEG.

5.4.4 Espectrometria de Energia Dispersiva (EDS)

As andlises de EDS foram realizadas através do
programa acoplado ao microscopio eletrbnico de varredura
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(MEV) do LCME da UFSC. Os stubs preparados previamente
para o FEG foram utilizados também para a EDS, onde foram
selecionados pontos especificos das membranas para
determinar os elementos quimicos presentes.

5.4.5 Microscopia de Forca Atdmica (AFM)

As membranas foram analisadas através do microscopio
de forca atbmica Nanosurf, EasyScan2. Ele foi operado em modo
tapping com frequéncia de varredura de 1.0 Hz com resolucédo de
512 x 512 pixels. As andlises foram conduzidas no Laboratorio
de Optoeletrdnica Organica e Sistemas Anisotrépicos (LOOSA)
do Departamento de Fisica da UFSC.

5.4.6 Ensaio de Permeabilidade

Para este ensaio, foram feitas filtragbes com as
membranas de PSF com 1% de NTS. Esta composi¢do foi
escolhida ap6s revisdo da literatura e testes realizados com
outras composicdes, cujos resultados ndo constam neste
trabalho, porém, ao fim dos testes foi averiguado que a
composi¢cdo de PSF com 1% de NTS foi a que apresentou
melhor permeabilidade.

As membranas foram previamente compactadas a no
sistema piloto de filtracdo (SPF) em modo dead-end com agua
de OR sob uma pressdao de 7 bar por seis horas para,
posteriormente, iniciar os testes de permeabilidade. O ensaio
consistiu em submeter as membranas as pressoes de 2, 3, 4, 5,
6 e 7 bar, executadas por meio de gas nitrogénio (N,), e os fluxos
foram avaliados a cada pressao testada. Foram, entdo, coletados
volumes de permeado das membranas para um periodo de 2
minutos. O fluxo de permeacdao foi determinado pela equacao 2.

14

Jo=— )

At

Onde:

Jo = fluxo de permeado (L m?h);
V = volume coletado (L), inicialmente determinado em massa;


http://loosa.paginas.ufsc.br/
http://loosa.paginas.ufsc.br/
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A = area efetiva da membrana (m?);
t = tempo de coleta (min.).

Para a determinacdo volumétrica dos fluxos de
permeado, amostras de agua filtrada foram coletadas e
imediatamente pesadas em balanca analitica.

5.5 ENSAIO DE REJEICAO DE IONS DE SAIS

Para os ensaios de rejeicdo dos sais NaCl e MgCl, foram
feitas solucdes-méae na concentracéo de 1 g L™ diluidos em agua
de OR. As solucbes foram submetidas a filtracdo com o SPF em
modo dead-end fornecido pelo Laboratério de Reuso das Aguas
(LARA-UFSC). As membranas foram inseridas no SPF de modo
que a camada ativa de QTS ficasse sobre a PSF. Inicialmente a
membrana de PSF 1% NTS foi compactada a 7 bar em agua de
OR por 1 hora, tempo de estabilizacdo do fluxo e, em seguida, a
QTS 1,5% NTS-F foi compactada por 15 minutos antes do teste
de rejeicdo dos sais.

Apbés a compactacdo das membranas, a solucdo foi
colocada no SPF e, através de gas nitrogénio (Nj), foram
exercidas pressdes de 2, 3, 4, 5, 6 e 7 bar; a cada pressao
avaliada, foi cronometrado um tempo de 2 minutos, para
posterior avaliagdo do fluxo.

A eficiéncia de remocdo dos ions dos sais foi
determinada pela mensuracdo da diferenca da condutividade do
permeado e da solucdo-mae, através do equipamento
Nanobrook 90Plus PALS (Brookhaven, New York, USA), de
acordo com a equacéo 3.

R=(1—2—Z)*100 3)

Onde:

R (%) = percentual de rejeicao dos sais.

C, = concentracédo do permeado (expresso em termos de
condutividade).

Ca= concentracao da solugéo de alimentagéo (expresso em
termos de condutividade).
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5.6 ENSAIO DE TOXICIDADE COM D. magna
5.6.1 Cultivo de D. magna

A D. magna foi cultivada de acordo com a NBR 12713
(ABNT, 2009) e ISO 6341 (ISO, 2012) no meio M4 em
recipientes de 2 L. S&o cultivadas somente as fémeas do
microcrustaceo, que sdo divididas entre os recipientes e cada
lote contém em média 30 organismos, com temperatura
controlada a 20 + 2 °C. A manutencéo é feita através da troca do
meio M4, retirada de filhotes e alimentacdo (alga Scenedesmus
subspicatus) trés vezes por semana.

Foram realizados também testes de sensibilidade
semanalmente para que 0s organismos estejam dentro dos
padrbes internacionais dando veracidade aos testes conforme a
ISO 6341 (IS0, 2012). Para o teste €é utilizado como referéncia o
dicromato de potassio (K,Cr,O7) cuja toxicidade aguda é testada;
0s lotes com neonatos que apresentarem CEsg 24n €ntre 0,6 € 1,5
mg L™ de K,Cr,0- s&o considerados aptos (ISO, 2012).

5.6.2 Teste de Toxicidade Aguda

A metodologia utilizada para o teste de toxicidade aguda
com D. magna seguiu de acordo com a NBR 12713 (ABNT,
2009) e consistiu na exposicdo de neonatos a suspensdo-teste
em diversas diluicbes por 48 horas, onde foi observada a
imobilidade dos organismos-teste.

Para o teste de toxicidade aguda (Figura 11) dos NTS e
NTS-F, foram feitas diluicbes preparadas com precisdo
volumétrica a partir de solugbes-mée com concentracdes de 6 g
L, para o NTS, e 1 g L*, para o NTS-F, e submetidas a
ultrasonicacdo por 2 minutos a 165 W. As diluigbes, realizadas
com o meio ISO, foram as seguintes: 1,0; 2,5; 3,5;4,5e 6,0 g L*
parao NTS e 0,10; 0,25; 0,50; 0,75e 1,00 g Lt para o NTS-F,

Para o teste toxicoldgico das membranas de QTS e PSF,
ambas foram colocadas, separadamente, em garrafas de vidro
boro-silicato e submetidas a lixiviagdo, segundo a NBR 10005
(ABNT, 2004), por 18 horas. Apos este tempo foi descartada a
fracdo de membranas e o teste agudo foi feito com o
sobrenadante nas dilui¢bes: 1,25; 2,50; 3,50; 4,50 € 5,00 g Lt
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Os testes foram feitos em duplicata, onde foram expostos
20 organismos-testes por diluicdo (2 réplicas de 10 organismos),
mantidos & uma temperatura média de 20 °C, sem alimentagdo
ou iluminacdo. Para todos os testes foram feitas 6 réplicas para
uma melhor acuracia dos resultados.

Com os resultados foi calculado o numero de individuos
imoveis por concentracdo, foi observado o fator de diluicdo
(representacdo da diluicdo do teste que ndo causa imobilidade
dos organismos) e, utilizando o método Sperman-Karber, foi
definida a CExsy,.

Figura 11: Esquema representativo do teste de toxicidade aguda com D.

magna.
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5.6.3 Teste de Toxicidade Crbénica

O teste de toxicidade crénica com D. magna foi realizado
conforme a ISO 10706 (ISO, 2000) a o guideline 211 da OECD
(OECD, 2012) com algumas adaptagfes. O teste foi realizado
nas mesmas condi¢bes de cultivo com neonatos de D. magna
com 2 a 26 horas de vida. Os orgamsmos foram expostos as
concentragdes de 25; 50; 100 e 150 mg L ,para o NTS, e 1,560;
3,12; 6,250 e 12,500 mg L™ para o NTS F; ambos os testes
possuiram um controle negativo (meio M4) para a validade dos
dados. As concentrag6es foram escolhidas a partir daquelas que
nédo causaram efeito agudo nos testes de toxicidade aguda.

Para cada diluicdo foram feitas 10 réplicas (Figura 12)
com um neonato para cada unidade experimental nas mesmas
condi¢des de cultivo. As trocas das suspensdes com NTS de
cada unidade experimental e alimentacdo, feita com a alga S.
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subspicatus, foram feitas trés vezes por semana durante 21 dias.
Ao longo de todo o teste foi observada a longevidade dos
organismos sobreviventes, fecundidade (numero de filhotes por
postura) e crescimento (comprimento dos organismos).

Figura 12: Esquema representativo do teste de toxicidade crbnica com
D. magna.

50 mL 50-mL 50-mL 50mL | 50mL

50mL 2| 50mL = SomL = S0mL 5| 50mL =
)

50mL = S0mL 5| 50mL || 50mL | 50mL =
o 1, c. = .- e ]
Réplicas somL & 50mL | somL 5| somL =|somL £
= = : il
50mL - 50mL = SOmL - | 50mL & 50mL =
;

somL = 50mL = 50mL | 50mL 5| 50mL -
somL =|50mL £ 50mL - | somL £ s0mL : ;

50mL -/ 50mL - 50mL =} 50mL [5|50mL

| somL =|50mL | 50mL & | 50mL £l 50mL : '

5omL - S0mL £ 50mL =| somL || 50mL £

Controle + Diluicdes

Ao final dos 21 dias de teste, foi verificada a longevidade,
0 numero de Daphnias adultas sobreviventes em cada
concentracdo, a reproducdo, através da contagem de filhotes
gerados por réplica, de acordo com as equacdes 4 e 5.

Média de filhotes por réplica = 12 total de filhotes (4)

ne de posturas

Imédia de filhotes por réplica (5)

Média de filhotes por diluicdo =

nede réplicas

Foi avaliado também o crescimento da D. magna através
da medicdo do comprimento total do organismo que corresponde
a distancia do topo da cabeca até o final da carapaca, sem o
espinho apical, de acordo com a OECD (2012). Os organismos
foram observados através de uma lupa de aumento de 40 vezes
e medidas com o auxilio de uma lamina com escala milimetrada.
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Os resultados foram avaliados através de andlise de variancia
simples (ANOVA com um fator) com nivel de significAncia de
p < 0,05, de acordo com EPA-21/R02-013 (USEPA, 2002). Os
resultados foram expressos em CEO, onde os valores
correspondem a concentracdo onde houve efeito significativo, e
em CENO, que é a concentracdo onde ndo houve efeito
significativo; tanto a CEO quanto a CENO foram obtidas através
de dados comparativos ao grupo controle.

5.7 CITOTOXICIDADE: ENSAIOS IN VITRO
5.7.1 Cultura Celular

A cultura das células Vero, provenientes de rim de macaco
verde africano, é realizada no LABTOX e sdo oriundas do
Instituto Adolfo Lutz (Sdo Paulo, Brasil). A manutencao foi feita
semanalmente em ambiente estéril (fluxo laminar) e as células
foram mantidas em meio de cultura RPMI 1640 suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SBF), 2% de L-glutamina (200
mM), 1% de penicilina (50 U mL™) e estreptomicina (50 pg mL™)
e mantidas a 37°C em atmosfera com 5% de CO, (MATIAS e
CREPPY, 1998; MANGER et al., 2003; MELEGARI et al., 2015).
Estas células foram empregadas nos testes in vitro, descritos a
seguir.

5.7.2 Ensaio do MTT: Determinacdo da CEsp

O teste de MTT foi realizado com base na metodologia
proposta por Perreault et al. (2011) com algumas adaptacdes. A
viabilidade das células Vero foi avaliada através do ensaio com o
sal brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio
(MTT), onde foi observada a atividade mitocondrial. As células,
com concentracdo inicial minima de 1 x 10° células mL™, foram
incubadas em microplacas de 96 pocos por 24 horas com o0 meio
de cultura em condic¢des iguais ao cultivo (37°C e 5% de CO,).

Apbs este periodo, depois de formado o tapete celular
nos pogos da microplaca, o meio foi descartado e as células
foram, entdo, expostas as amostras diluidas em cascata a partir
de uma solucdo-mée de 5 g L™ com seis réplicas para cada
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diluicdo, por 24 horas a 37 °C e 5% de CO, Foram feitos também
um controle negativo com o meio RPMI e um controle positivo
com o precursor de reacao da sintese de NTS tetraetil ortosilicato
(TEOS) diluido em RPMI (1:4).

Passado o tempo de exposi¢do, o meio foi retirado por
inversao da placa e, entéo, foi adicionado 200 pL de uma solucéo
de MTT 0,5 mg mL™ em RPMI, que foi preparada somente na
hora do uso. A placa foi recoberta com papel aluminio para evitar
a incidéncia de luz e incubada por 2 h em estufa nas mesmas
condi¢cbes do cultivo para a formacdo dos cristais de formazan.
Depois, a solugdo foi removida cuidadosamente com uma
micropipeta e foi adicionado 200 uL de dimetil- sulféxido (DMSO).
Ap6s a agitacdo do DMSO nos pogos por 2 minutos, para a total
diluicdo dos cristais de formazan, foi feita a leitura da absorcéo
em uma leitora automatica de microplacas (Biotek EL800, USA)
no comprimento de onda de 570 nm. Os valores de absorbancia
foram normalizados e expressos em percentual de viabilidade
celular através da equacéo 5.

%V C = 100 (2oamestra= Do) 5)

DOmax— DOmin

Onde:

%VC = viabilidade celular;

DOnax = absorbéancia do controle negativo;
DOnin = absorbéancia do controle positivo;
DOamostra = absorbancia da amostra.

A CEs foi, entdo, determinada através de regressao linear
multipla (polinomial) da curva % VC vs. log da concentracéo.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 CARACTERIZACAO DOS NTS

6.1.1 Microscopia Eletrénica de Transmisséo (MET)

As imagens de MET dos NTS mostradas na Figura 13 A
e B revelaram a morfologia tubular com didmetros medindo entre
50 a 60 nm e comprimentos variados. Estes resultados
corroboram com os didmetros encontrados na literatura como no
trabalho de Ko, et al. (2013).

Figura 13. Imagens de MET, onde: A) e B) correspondem as imagens
de nanotubos de SiO,.
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6.1.2 Espectroscopia no Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros da molécula funcionalizante, NTS e NTS-F
sdo apresentados na Figura 14 A, B e C. O espectro do NTS
(Figura 14 B) mostrou bandas em 3443 cm™ e 1635 cm™,
referentes as vibracbes de estiramento e de deformacdo de
moléculas de H,0, respectivamente. O ombro de 3247 cm™ pode
ser atribuido as vibra¢des de estiramento dos grupos Si-OH na
estrutura de SiO, amorfo (MUSIC et al., 2011). As bandas
referentes & molécula funcionalizante mostradas na Figura 14 A
aparecem no espectro do NTS-F (Figura 14 C), evidenciando a
funcionalizacdo. Estas bandas aparecem em aproximadamente
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3408 cm™ e 3276 cm™ e sdo atribuidas & deformacédo axial do
NH, e NH. Nesta mesma regido estad sobreposta a banda de
vibragdo do estiramento do Si-OH, conforme observado no
espectro do NTS. As bandas em 2942 cm™ e 2841 cm™ foram
atribuidas aos estiramentos Vvibracionais assimétricos e
simétricos do CH, alifatico, respectivamente, e a banda em 1477
cm™ é oriunda da vibracdo da deformacdo angular simétrica de
CH,. A presenca dos CH, nos NTS-F é um indicio forte da
ancoragem da molécula funcionalizante na superficie da
estrutura do SiO,, ja que o SiO, ndo contém carbono em sua
estrutura. Outra banda que caracteriza a presenga do grupo
amina esta localizada em 1570 cm™ e é atribuida as vibracdes
das deformacdes angulares simétricas no plano de N-H.

Figura 14: Espectros obtidos por FTIR, onde: A) Espectro da molécula
funcionalizante, B) Espectro do NTS e C) Espectro do NTS-F.
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6.1.3 Area Superficial Especifica - Método BET

Os resultados da area superficial, determinadas pelo
método BET, foram de 300 m2 g™ para o NTS e 82 m2 g™ para o
NTS-F. Esta diminuicdo da area superficial dos NTS-F pode ser
atribuida a ancoragem das moléculas funcionalizantes na
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superficie interna e externa dos NT, criando um revestimento ao
seu redor e, assim, diminuindo a area superficial total.

Resultados encontrados por KO et al. (2013a) também
mostraram uma diminuicdo da area superficial de NT de silica
funcionalizados com o aminosilano; de 348 m2 g™, para o NTS,
reduziu para 60,9 m2 g, para o NTS-F. Estes resultados
similares reforcam a hip6tese de que a camada funcionalizante
que, segundo Yokoi et al., (2004), possui espessura de
aproximadamente 1,7 nm, funciona como um revestimento ao
redor do NT, diminuindo sua area superficial.

6.1.4 Potencial Zeta (P2)

Os valores de potencial zeta, didmetro hidrodiamico e pH
também contribuiram para confirmar a funcionalizacdo. De
acordo com a Tabela 3 houve alteracao dos valores de pH dos
NTS para os NTS-F; o pH do NTS-F apresentou um carater
menos acido comparado ao NTS, evidenciando que a
funcionalizagéo eleva o pH devido a presenca de grupos amina.
Os grupos amina da molécula funcionalizante também atraem
ions de carga positivas para sua superficie e isso resulta na
inversao do sinal do PZ em relagdo ao sinal do NTS. Além disso,
0s NTS-F apresentaram elevada estabilidade em suspenséo
mesmo possuindo o dobro do didametro hidrodinamico dos NTS.

Tabela 3: Resultados encontrados de valor hidrodinamico, pH e
potencial zeta dos NTS e NTS-F.

. DH pH H,O Pz

Material (nm) (250 mg L»l) (mV)
NTS 554,84 5,38 -18,19 + 1,09
NTS-F 1052,82 6,61 46,34 +1,35

6.1.5 Difracdo de Raio-X (DRX)

Os difratogramas dos NTS e NTS-F mostrados na Figura
15 A e B apresentaram somente um halo de base larga
caracteristico em SiO, amorfo, com centro em aproximadamente
20°, corroborando com os dados indexados na literatura (JCPDS
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No0.44-0696) por Ko et al., (2013a) e Masjedi-Arani et al. (2016).
Logo, pode-se concluir que ambos os NTS utilizados neste
estudo possuem estrutura amorfa.

Figura 15: Grafico dos difratogramas obtidos por DRX, onde: A)
Difratograma do NTS e B)  Difratograma do  NTS-F.
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6.2 CARACTERIZACAO DA MEMBRANA
6.2.1 Grau de Intumescimento e Molhabilidade

Os dados da Tabela 4 mostraram que o GI% da
membrana de QTS 1,5% NTS-F aumentou aproximadamente 9%
em relagdo a sua versdo pura. Apesar da pequena variagao nas
espessuras das membranas o aumento do GI% pode ser
atribuido a incorporacédo do NTS-F.

A Tabela 4 também mostra que o grau de molhabilidade
da PSF 1% NTS aumentou em torno de 6% com a adi¢cdo dos
NTS. Os resultados encontrados por Kumar et al (2013),
mostraram também um aumento na molhabilidade das
membranas de PSF e QTS quando incorporadas com NT de
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TiO, em pH 7; para as versdes puras das membranas o GM foi
de 52,7% e para as membranas incorporadas com 0,2, 0,5, 1, 1,5
e 3% o GM foi de 53,4, 55,8, 58, 59,1 e 60,5%, respectivamente,
sugerindo que a presenga dos NTS promoveu o aumento da
hidrofilicidade da membrana.

Tabela 4: Grau de intumescimento (GIl) das membranas de QTS puras e
com NTS-F e grau de molhabilidade (GM) das membranas de PSF
puras e com NTS. (n=3).

Membrana Espessura  cyop  Glo
(Hm)
QTS 48 £ 2,0 T 96+:14
QTS 1,5% NTS-F 52 + 1,0 . 105:28
PSF 16536  20+14 -
PSF 1% NTS 175+21  38+35 :
*(n=3).

6.2.2 Angulo de Contato

Os resultados do ensaio de angulo de contato,
apresentados na Tabela 5, sugerem gque a presenca de NTS e
NTS-F em ambas as membranas de PSF e QTS promoveram a
reducdo do angulo de contato, ou seja, a hidrofilicidade das
membranas aumentou comparada aos valores encontrados de
suas versdes puras.

Em dados encontrados por Jin et al. (2012), o angulo de
contato de membranas de PSF com poliamida incorporadas com
até 3% em massa NP de SiO,, diminuiu em relagdo a membrana
com 0% de adi¢do (PSF 0% - 77,68° PSF 3% - 70,16°), o que
evidencia o aumento da hidrofilicidade das membranas.

Tabela 5: Angulo de contato das membranas de QTS puras e com NTS-
F de PSF puras e com NTS.

Membrana Angulo de Contato (O)*
QTS 54+ 33
QTS 1,5% NTS-F 36+2,2
PSF 63+1,8
PSF 1% NTS 61+27

*(n=3)
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6.2.3 Microscopio Eletrébnico de Varredura com
Fonte de Emissdo de Campo (MEV-FEG)

As imagens resultantes nas Figuras 16 mostram a
morfologia da superficie e da secgao transversal das membranas
de PSF puras e com 1% NTS.

Figura 16: Imagens de MEV das membranas, onde: A) Imagem da
superficie da PSF pura, B) Imagem da seccéo transversal da PSF pura,
C) Imagem da superficie da PSF com 1% NTS e D) e E) Imagens da
seccdo transversal da PSF com 1% NTS com indicagdo dos
aglomerados de NT.

10 3 ChV X3S0 WDBZmm  10um

S0 100KV X3000 WD 5.6mn; 11
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As imagens revelaram que as membranas de PSF
apresentam uma superficie contendo muitos poros com
didmetros de aproximadamente 5 um (Figura 16 A); ja na seccao
transversal o diametro dos poros encontrado foi de
aproximadamente 13 um (Figura 16 B). A imagem da superficie
da membrana de PSF com 1% NTS mostrou uma reducdo da
porosidade e dos didmetros dos poros cujos tamanhos sdo de
aproximadamente 1 um (Figura 16 C). Isto pode ser atribuido
pela presenca dos NTS na superficie das membranas com 1%
de NTS que reduz a quantidade e o didametro dos poros
presentes. Na seccdo transversal desta membrana foi verificado
que os didmetros dos poros sdo semelhantes aos da membrana
de PSF pura (Figura 16 D e E). Nesta ultima imagem foi possivel
verificar a presenca de aglomerados de NTS nos poros da
membrana.

Nas Figuras 16 B e D é possivel notar que os poros estao
dispostos de maneira horizontal e n&o longitudinal, como
geralmente é encontrado na literatura. Isto ocorreu porque em
trabalhos como de Kumar et al. (2013) e Sinha e Purkait (2015),
cujas membranas de PSF apresentam canais longitudinais, foi
utilizado o método de inversédo de fases imediatamente apds o
espalhamento da suspensdo polimérica; desta maneira a
quantidade de solvente a ser “expulsa” da membrana na hora da
imersdo em 4gua foi maior e, portanto, ocasionou canais
longitudinais maiores. No presente trabalho, entretanto,
pretendeu-se obter poros menores e horizontais objetivando uma
maior seletividade. Para isto, optou-se por evaporar parte do
solvente (por 40 minutos) antes da inversdo de fases e, assim, a
quantidade de solvente dentro da PSF “expulsa” pela agua foi
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menor ocasionando poros menores e dispostos de maneira
horizontal.

Ja nas imagens obtidas das membranas de QTS, nas
Figuras 17 A e C é possivel constatar a superficie e seccéo
transversal das membranas de QTS. Em todos os casos, nas
membranas de QTS puras e QTS 1,5% NTS-F, é possivel
observar uma morfologia regular, densa e com auséncia de
poros, como é esperado de camadas seletivas (MOHAMMAD et
al., 2015). Isto acontece porque, como ja relatado, o processo de
preparacdo ndo possui uma etapa de “expulsdo” do solvente,
este apenas é evaporado gradualmente e, portanto, ndo ha
formacao de poros, tornando esta membrana densa.

Figura 17: Imagens de MEV-FEG das membranas, onde: A) Imagem da
superficie da QTS pura, B) Imagem da seccéo transversal da QTS pura,
C) Imagem da superficie da QTS com 1,5% NTS-F com indicagdo dos
aglomerados de NTS-F e D) Imagem da secc¢do transversal da QTS
com 1,5% NTS-F.
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6.2.4 Espectrometria de Energia Dispersiva (EDS)

Nos resultados de EDS das membranas de PSF puras
foram identificados carbono, oxigénio e enxofre, que sdo o0s
elementos que compdes a PSF. Na membrana de PSF 1% NTS
foram identificados os mesmos elementos da PSF acrescidos de
silicio conforme Figura 18. Estes resultados foram obtidos em
trés pontos distintos da seccdo transversal da membrana; os
pontos correspondem a parte superior (B-1), média (B-2) e
inferior (B-3) da membrana, respectivamente.

Figura 18: Andlise de EDS das membranas de PSF, onde: A) PSF pura;
B-1) Ponto superior da seccao transversal da PSF com NTS; B-2) Ponto
médio da seccao transversal da PSF com NTS; B-3) Ponto inferior da
seccao transversal da PSF com NTS.
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Os resultados mostram que h& a presenca de carbono,
em maior quantidade, oxigénio, enxofre e silicio, confirmando a
presenca dos NTS na membrana. Porém, esta analise foi
realizada em trés pontos distintos e, observando os valores nos
diferentes pontos, confirma-se uma maior quantidade de NTS
localiza-se na parte superior da membrana, conforme Tabela 6.
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Tabela 6 — Percentual de elementos quimicos de membranas de PSF
puras e com 1% de NTS.

Membrana Compostos (%)
C-K O-K S-K Si-K
PSF Pura - 83,84 9,42 6,74 0
Ponto 1 80,26 8,02 10,74 0,98
POS® Pomo2 8523 7,59 6,72 0,47
Ponto 3 85,22 8,50 5,62 0,66

Este fato pode ser justificado pelo método de preparacéo
da membrana, no qual o solvente tende a ser expulso da massa
polimérica, arrastando consigo os NTS para a superficie e,
consequentemente, a quantidade de silicio presente no ponto
superficial da membrana é maior do que nos outros pontos,
confirmando este fenémeno.

Para as membranas de QTS, foi identificado carbono,
nitrogénio e oxigénio (Figura 19 A), que sdo o0s elementos
quimicos que compdem a QTS, e para as membranas com 1,5%
de NTS-F, além dos compostos encontrados na QTS pura foi
encontrado também silicio, comprovando a presenca dos NT
(Figura 19 B).

Figura 19: Analise de EDS das membranas de QTS, onde: A) QTS pura;
B) QTS com NTS-F.
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6.2.5 Microscopia de Forgca Atdmica (AFM)

As imagens obtidas via AFM mostraram a topografia da
superficie das membranas de PSF (Figura 20 A e B).
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Figura 20. Imagens de AFM das membranas, onde A) PSF e A) PSF
com 1% NTS.

Foi observado na membrana PSF (Figura 20 A) uma
superficie com relevo irregular contendo poros com diametro
grandes comparados com a membrana de PSF 1 % NTS (Figura
20 B). A reducéo dos diametros dos poros da membrana de PSF
1% NTS também foi verificada nas imagens de MEV-FEG.
Adicionalmente aos resultados encontrados por EDS, a hipotese
do arraste dos NTS a superficie das membranas de PSF na hora
da inversdo de fases é reforcada. Portanto, sugere-se que as
alteracbes observadas na superficie das membranas possam ser
atribuidas a presenca dos NTS, onde pode ter ocorrido o
fenbmeno citado anteriormente.

6.2.6 Ensaio de Permeabilidade

De acordo com a Figura 21 os fluxos de permeacéo
encontrados para PSF com NTS foram mais baixos do que com
a adicdo da QTS com NTS-F, para todas as pressdes exercidas.
Isto sugere que a presenca da QTS e/ou dos NTS-F aumentou a
hidrofilicidade da PSF, aumentando também o fluxo de
permeacao.
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Figura 21: Comparacgao entre as médias dos fluxos de PSF com 1%
NTS individualmente e juntamente com QTS com 1,5% NTS-F.
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(n=3).

O mecanismo de acao da PSF é por exclusdo de tamanho
e 0 da QTS é por difusao, ou seja, 0s mecanismos diferentes das
duas membranas resultaram em fluxos de permeacao diferentes,
0 que pode ser limitante quando se trata de nanfiltragcéo.

A permeabilidade encontrada por Kumar et al. (2013) para
membranas de PSF com QTS estruturados com NT de TiO,
também foram maiores para a PSF com QTS e NT do que
somente para a PSF, entretanto os valores encontrados pelos
autores foram muito mais altos do que os encontrados neste
trabalho. Todavia fluxos baixos podem significar maior
seletividade, ou seja, elevado potencial de rejeicdo de ions.

6.3 ENSAIO DE REJEICAO DE {ONS DE SAIS

Os resultados dos ensaios de rejeicdo de ions dos sais
testados com a membrana de QTS com 1,5% de NTS-F
reticulada com EPC sao mostrados na Tabela 7.
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Tabela 7: Fluxo de permeacao e percentual de rejeicao de ions dos
sais MgCl, e NaCl em membranas de QTS com 1% de NTS-F com o
suporte poroso de PSF 1% NTS.

R MgCl, (1 g L™) NaCl (1 g L™¥)
Pr(eBs;r?o Fluxo (L/M? Rejeicéo Fluxo Rejeicao
h)* (o) (L/M2 hy** (o)
2 9,49+172 13,70+1,3 23,44+2,0 10,16+x1,0
3 1451+33 1284+22 31,92+1,3 9,10+2,3
4 19,53+2,1 11,04+2,4 40,18+24 7,50+1,3
5 2455+22 11,20+£1,8 50,0012 6,75+x1,7
6 29,30+2,8 11,13+2,7 63,62+3,1 6,34+1,6
7 37,39+ 1,7 9,33+1,7 76,56+ 1,1 6,41+3,1

*Solucao-mae.
** (n=3).

As membranas de QTS apresentaram reduzida remoc¢ao
de ions dos sais NaCl e MgCl,. Sugere-se que estes resultados
podem ser melhorados com a utilizacdo de outros agentes
reticulantes diferentes da epicloridrina (GONSALVES e ARAUJO,
2011). A EPC promove a reticulacdo preferencialmente pelos
grupos OH, deixando o sitio reativo NH, livre, 0 qual apresenta
maior seletividade para determinados ions metélicos (ex.: Cu®)
do que para ions salinos.

A ancoragem da molécula aminosilano nos NTS-F, os
gquais foram adicionados somente as membranas de QTS, foi
realizada com objetivo de promover ligagbes covalentes entre os
NTS-F e as membranas. Os grupos NH nas superficies dos NTS-
F e da QTS podem ligar-se covalentemente entre si através da
reticulacdo. Estas ligacdes covalentes entre a QTS e NTS-F
podem reduzir a possivel lixiviacdo do NTS da membrana de
QTS durante sua aplicagdo, ja que a literatura reporta esta
limitac&o.

No trabalho de Miao et al. (2013a) foram encontrados os
valores de 32,5 e 8,6% para a rejeicdo dos ions dos sais NaCl e
MgCl,, respectivamente, por membranas de NF com um
substrato poroso de PSF e camada ativa de QTS sulfatada
reticulada com EPC. Em outro trabalho de Miao et al. (2008)
foram encontrados valores semelhantes de rejeicdo de ions de
sais para membranas de QTS N-carboximetil, reticulada com
EPC, com suporte de PSF; os valores de rejeicdo foram de 10,8
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e 8,2% para NaCl e MgCl,, respectivamente, semelhantes aos
encontrados neste trabalho.

No estudo de Shenvi et al. (2013), os autores
encontraram rejeicbes de 34,4 e 53,4% para NaCl e MgCl;,
respectivamente em membranas de PPEES com QTS
reticuladas com gluteraldeido (GA), gue reticula,
preferencialmente o grupo NH,. Na pesquisa de Miao et al.
(2013) a rejeicdo encontrada foi de 40% para NaCl e 15% para
MgCl, para uma membrana de poliacrilonitrila (PAN) com
camada ativa de QTS sulfatada reticulada com hexametileno
diisocianato (HDI), que é capaz de reticular as cadeias de QTS
através dos grupos NH e/ou OH (NAIMARK et al., 1995).

Os dados da literatura mostram que houve maior rejeicao
dos ions salinos para membranas de QTS reticuladas com GA e
HDI. Isto sugere que os grupos OH livres ou, no caso do HDI,
com ambos o0s grupos reticulados apds a reacdo de
entrecruzamento, apresentam maior eficiéncia na rejeicdo de
ions salinos quando comparados as membranas reticuladas com
EPC, o qual deixa, preferencialmente, os grupos NH livres.

No grupo LABTOX pesquisadores testaram a mesma
composi¢cdo de membranas utilizadas neste trabalho, ou seja,
membrana de PSF e QTS reticuladas com EPC para a remogéao
de ions metélicos de NP de ZnO e Ag'. Os resultados
encontrados foram de >99% para ZnO e >96% para Ag’, nas
mesmas condicdes empregadas neste trabalho. Esta grande
diferenca na remocéo de ions reforca a hipétese de que o grupo
amina possui elevada afinidade na complexacdo e quelacéo de
ions metélicos, obtendo, desta forma, excelentes resultados na
rejeicdo destes ions. Entretanto, para afirmar esta hipétese, mais
estudos sdo necessarios.

6.4 ENSAIO DE TOXICIDADE COM D. magna
6.4.1 Teste de Toxicidade Aguda

Analisando os resultados de toxicidade aguda (Tabela
8), foi possivel observar que a CExgg4gn dos NTS foi 4920 mg Lt
uma concentragcdo relativamente alta que representa baixa
toxicidade. Entretanto para 0s NTS-F a CEsg4g, encontrada foi
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324 mg L™, mostrando que houve um aumento na toxicidade em
aproximadamente 15 vezes. Um dos parametros mais utilizados
para justificar a toxicidade de nanomateriais é a area superficial
gue estes possuem, uma vez que quanto maior, mais sitios
reativos o material possui. Neste trabalho, entretanto, a maior
toxicidade observada ocorreu na exposicao a NTS-F que possui
area superficial menor em relagcdo ao NTS, indicando que, neste
caso, este parametro ndo é um fator determinante para a
toxicidade destes materiais.

Tabela 8: Valores encontrados de CEsg g, para toxicidade aguda com
Daphnia magna dos NTS e NTS-F e de lixiviado das membranas.

Materiais CExg 45n (Mg L1)**

NTS 4920 £ 92,72

NTS-F 324 +48,13
Membrana PSF N.T*
Membrana PSF NTS N.T*
Membrana QTS N.T*

Membrana QTS NTS-F 3250 + 13,27

*N&o téxico (concentracao testada:10 g L™Y).

**(n=6)

O estudo desenvolvido por Clément et al. (2013)
aponta que a funcionalizacdo com a molécula aminosilano néo
aumenta a toxicidade de NM de SiO,, entretanto, como ja citado
anteriormente, a molécula funcionalizante utilizada no referido
trabalho, a 3-(aminopropil)trimetoxisilano, possui apenas um
grupo amino secundario e, portanto, a sua regido hidrofilica é
reduzida, medindo cerca de 0,9 nm (KO et al, 2013). Ja a
molécula utiizada no presente trabalho, a 3-[2-(2-
aminoetiamino)etilenoamino]propiltrimetoxisilano possui em sua
estrutura dois grupos amino primarios e um secundario e,
portanto, sua regido hidrofilica € maior do que a da molécula
utilizada na pesquisa de Clément et al. (2013), cerca de 1,7 nm
de comprimento (KO et al, 2013). Esta diferenca no comprimento
da molécula aminosilano pode ser determinante para a
toxicidade do NM ao qual esta reveste, pois, com 0 maior
comprimento ha também uma maior area de contato que pode
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proporcionar maior afinidade com o0s organismos, facilitando a
penetracdo nos mesmos.

Além disso, sabe-se que a presenca de certos grupos
funcionais como COOH, NH, e SH na superficie de NM facilitam
a conjugacao com moléculas biologicas (XIONG et al., 2009). Por
esta razdo NM funcionalizados sédo utilizados como veiculos para
medicamentos, pois facilita a penetracdo nas células (XIONG et
al., 2009; LIU et al., 2008; LEE et al., 2008). Portanto, sugere-se
que a funcionalizacdo dos NTS-F esteja facilitando a sua entrada
no organismo da Daphnia. Este mecanismo é chamado de "efeito
Cavalo de Tréia". No entanto, para afirmar esta hip6tese, mais
estudos s@0 necesséarios para confirmar a internalizagdo dos
NTS-F no organismo da D. magna.

Para os testes com a solucdo de lixiviagdo de
membranas, ndo foi possivel obter a CEsp4gn das membranas
puras e nem das PSF estruturadas com NTS, mesmo em altas
concentracdes (10 g L™), reforcando a baixa (ou nula) toxicidade
destes materiais. Todavia as membranas de QTS estruturadas
com NTS-F apresentaram uma CEsg 4g, de 3250 mg L™, o qual é
considerado um valor de baixa toxicidade. Comparando os
resultados da solugdo de NTS-F e a solugéo da lixiviagdo das
membranas de QTS estruturadas com NTS-F é possivel
observar que houve uma diminuicdo na toxicidade, sugerindo
que a imobilizacdo dos NTS-F na membrana reduziu seu
potencial toxico, sem perder sua fungdo na membrana. A baixa
toxicidade das membranas de QTS com NTS-F pode ser
atribuida a quebra das membranas durante a lixiviacdo, onde a
QTS é fraturada em vérios pedagos e, desta maneira, alguns
NTS-F podem ter se desprendido, ficando livres na solucéo
elutriato. Em um trabalho desenvolvido por Chang et al. (2007),
onde foi comparada a citotoxicidade de NP SiO, e NP SiO,
encapsuladas por QTS, foi constadada um diminuicdo
significativa na toxicidade das NP SiO, encapsuladas por QTS
em relacéo as formas puras.
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6.4.2 Teste de Toxicidade Crbénica

Segundo os resultados encontrados (Tabela 9), nota-se
gue a toxicidade crénica do NTS-F foi maior do que a do NTS
para todos os parametros.

Tabela 9: Valores encontrados de toxicidade crénica com D. magna de
NTS e NTS-F para os parametros de reproducdo (repr.), crescimento
(cresc.) e longevidade (long.)expressdes em termos de n° de neonatos
por postura, comprimento (compr.) e sobrevivéncia (sobr),
respectivamente, e em valores de CEO e CENO.

. Diluic&o Repr.: Cresc.: Long.:
Material (Mg L‘l) neonatos/ compr. sobr.
postura (mm) (%)
Controle 6,44 + 0,95 3,98+0,12 100
25 5,18 + 0,87 3,58 £ 0,37 100
NTS 50 4,67 £ 0,57 3,27 £ 0,36 90
100 4,55 + 0,65 3,14+ 0,46 80
150 3,50+0,70 3,25+ 0,35 20
CEO (mg L_lz 2NSI(E)? 25,00 150,00
CENO (mg L™) (<25,00) N.E* (<25,00) 100,00
Controle 6,44 £ 0,95 3,98 £0,12 100
25 6,38 + 0,69 3,84+ 0,38 100
NTS-F 50 6,27 +1,01 3,62 £ 0,37 90
100 5,31+ 0,95 3,29 £ 0,29 90
150 2,45+ 0,75 2,74 £ 0,32 80
CEO (mg LY 6,25 3,12 N.E*
(<12,50)
CENO (mg L™ 3,12 1,56 12,50

*N.E: Ndo encontrado.

Para o pardmetro de reproducdo, observou-se efeito
crénico no nlimero de neonatos por postura apenas na
concentracdo 150 mg L™ para o NTS e 6,25 mg L™ para o NTS-
F. Isto mostra que os filhotes gerados ao longo do teste, cujos
nascimentos ocorreram a partir do nono dia, foram mais
escassos para o NTS-F (Figura 22), demonstrando que houve
efeito crbnico maior para 0S organismos expostos a este
nanomaterial quando comparado ao grupo exposto ao NTS, que
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também sofreu queda na reproducdo (Figura 23), e com o
controle.

Apdés a analise de variancia ANOVA foi possivel
determinar diferenca estatistica (p < 0,05) entre todas as
concentracdes testadas de NTS e as diluicdes 6,25 e 12,5 mg L™
de NTS-F, todas comparando ao grupo controle, evidenciando,
assim, o efeito toxico neste parametro.

Figura 22: Resultados dos efeitos cronicos da exposicdo ao NTS em D.

magna: parametro reproducéo.
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.
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*Concentracdo que apresentou diferenga estatistica (p < 0,05)
comparando ao controle.

Figura 23: Resultados dos efeitos cronicos da exposi¢do ao NTS-F em
D. magna: parametro reproducao.
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*Concentracdo que apresentou diferenga estatistica (p < 0,05)
comparando ao controle.



83

Para o parametro de crescimento, a exposicao aos NTS-
F e NTS resultou, ao fim do teste, em menor comprimento
comparado ao controle, como mostram as Figuras 24 e 25,
respectivamente. Através da andlise de variancia ANOVA foi
possivel observar que nao houve diferenca significativa (p < 0,05)
em relacdo ao grupo controle, e para o NTS houve diferenca
apenas para a diluicdo de 12,5 mg L™, evidenciando baixo efeito
téxico neste parametro.

Figura 24: Resultados dos efeitos cronicos da exposi¢cdo ao NTS em D.
magna: parametro crescimento.
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*Concentragdo que apresentou diferenga estatistica (p < 0,05)
comparando ao controle.

Figura 25: Resultados dos efeitos cronicos da exposi¢cdo ao NTS-F em
D. magna: pardmetro crescimento.
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*Concentracdo que apresentou diferenca estatistica (p < 0,05)
comparando ao controle.
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Quanto a longevidade, os valores de CEO foram altos,
demonstrando que houve pouco efeito toxico na letalidade dos
organismos, entretanto houve mudancas morfoldgicas
relacionadas as exposi¢des, como por exemplo, 0 encurtamento
do espinho apical da D. magna expostas as solu¢des de NTS e
NTS-F (Figura 26).

Figura 26: Modificacdes morfolégicas da D. magna apoés teste de
toxicidade crbnica segundo o encurtamento do espinho apical, onde: A)
Espinho apical normal — Controle; B) Encurtamento do espinho apical —
NTS na concentracdo de 50 mg L™; C) encurtamento do espinho apical

— NTS-F na concentragéo de 12,5 mg L™.

Estes valores encontrados mostram que a
funcionalizacdo, apesar de n&o ter causado a mortalidade das
Daphnias a baixas concentracdes, ocasionou diversos efeitos
téxicos nos organismos, entretanto mais estudos sao
necessarios para explicar o mecanismo de acdo cronico destes
NM em D. magna.

6.5 GENOTOXICIDADE: ENSAIOS IN VITRO
6.5.1 Ensaio do MTT: Determinacédo da CEsg

Os resultados de viabilidade celular mostraram maior
valor de CEs para o NTS (4320 mg L™) e menor para o NTS-F
(3370 mg L™) reforcando a maior toxicidade do NTS-F em
comparagdo ao NTS, indicando dano na matriz mitocondrial,
interferindo na atividade metabdlica das células.

Segundo a curva de viabilidade celular (Figura 27) é
possivel observar que a viabilidade das células expostas ao NTS
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se manteve estavel até a concentracéo 2500 mg L™, onde sofreu
uma queda, indicando que apos esta diluicido houve maior dano
na matriz mitocondrial. Ja na curva do NTS-F a queda de
viabilidade celular foi evidente em todas as concentragdes,
evidenciando a maior toxicidade deste material.

Figura 27: Curva de viabilidade celular das células da linhagem Vero
expostas ao NTS e ao NTS-F.
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CTRL 39 78 156 312 625 1250 2500 5000
DiluigBes (mg/L)

Na literatura (ZHANG et al., 2011; YANG et al., 2010;
EOM e CHOI, 2009; YE et al., 2010) é reportada a citotoxicidade
em linhas celulares de mamiferos induzida por NM de SiO,
amorfo, reduzindo drasticamente a viablidade celular das
mesmas. Apesar da alta CEsg encontrada neste trabalho, podem
ter ocorridos outros tipos de danos celulares, como por exemplo
apoptose, estresse oxidativo e alteracbes morfol6gicas
(encolhimento, dimorfismo celular, etc.). Estes danos sé&o
causados por absorcao celular, o que reforca ainda mais a
hipétese de internalizacdo dos NTS.

Assim, como nos dados encontrados na toxicidade para
Daphnia magna, a maior toxicidade do NTS-F também pode ser
atribuida ao efeito Cavalo de Troéia, ja que o grupamento NH,
presente no NTS-F é hidrofilico, ou seja, pode estar facilitando a
penetracdo dos NT no interior das células, conferindo assim
danos mitocondriais. No entanto, assim como discutido nos
resultados de toxicidade para D. magna, ainda ha a necessidade
de desenvolver estudos mais aprofundados para averiguar esta
hipotese.
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7. CONCLUSOES

Este trabalho objetivou preparar e caracterizar
membranas de PSF 1% de NTS e QTS 1,5% NTS-F, caracterizar
0s NTS e NTS-F, avaliar a eficiéncia de remoc¢édo de ions dos
sais NaCl e MgCl, e avaliar a toxicidade de todos os materiais da
membrana, através de ensaios com Daphnia magna e células
Vero. Com os resultados obtidos foi possivel concluir que:

e Em dados obtidos pelas caracterizacdes de NTS
e NTS-F foi possivel confirmar a funcionalizacao
dos NTS-F, bem como suas morfologias,
didmetros e suas formas amorfas.

e Nas caracterizacbes das membranas foi possivel
confirmar um aumento na hidrofilicidade das
membranas de PSF e QTS quando acrescidos de
NTS e NTS-F, respectivamente. Nas imagens de
MEV-FEG foi possivel observar a superficie e
seccgdo transversal de todas as composi¢des de
membrana.

e Nos ensaios de rejeicdo de ions de sais foi
constada baixa rejeicdo dos sais NaCl e MgCl..
Esta reduzida remocdo pode ser atribuida ao
afastamento das cadeias da QTS durante a
pressdo exercida ou ao tipo de reticulante
utilizado, a EPC.

e Nos testes de toxicidade aguda com Daphnia
magna, foi constatada uma maior toxicidade para
0s NTS-F do que o NTS e, através do resultado
de lixiviagdo da membrana de QTS com 1,5% de
NTS-F, foi constatada uma CEsg 4gn de 3,25 g L
gue sugere que houve imobilizacdo dos NTS-F na
membrana, causando baixo efeito toxico. A maior
toxicidade causada pelo NTS-F pode ser atribuida
pela presenca dos grupos funcionais NH, na
superficie dos NTS-F, que pode estar facilitando a
internalizacdo dos NTS-F no interior da D. magna.
No entanto para afirmar esta hipotese mais
estudos sdo necessarios

¢ Nos testes de toxicidade crdonica com D. magna a
toxicidade do NTS-F foi maior do que a do NTS
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para todos os parametros avaliados (reproducao,
crescimento e longevidade).

No teste do MTT com células da linhagem Vero,
0s resultados de viabilidade celular demonstraram
maiores valores de CEsp , novamente, para o NTS
(4,32 g L") e menor para o NTS-F (3,37 g L™).
Estes resultados evidenciam dano mitocondrial
maior para as células expostas ao NTS-F,
reforcando a hipdtese da internalizacdo do
material no interior das células. Entretanto
estudos mais aprofundados sobre danos celulares
causados por nanoestruturas de SiO, sao
necessarios, principalmente para versdes
funcionalizadas.
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8. RECOMENDAGCOES

Com a intencdo de aperfeicoar e aprofundar os
conhecimentos adquiridos nesta pesquisa recomenda-se para
estudos futuros:

Testar a rejeicdo de ions de sais com
composicbes de membranas puras para
comparacao;

Testar diferentes percentuais de adicdo de NTS e
NTS-F nas membranas de PSF e QTS e
caracteriza-las;

Testar diferentes agentes de reticulacdo para a
membrana de QTS e avaliar os efeitos na
eficiéncia de rejeicéo de ions salinos;

Realizar a quantificacdo dos anions cloretos das
solucdes salinas permeadas.

Realizar cortes de Daphnia magna a fim de
verificar a presenca de NTS-F para a confirmacao
da internalizacdo dos mesmos.

Realizar mais testes in vitro para constatar danos
celulares, como fragmentacdo de DNA e
apoptose, teste do micronucleo, lipoperoxidagdo e
metilacdo do DNA.
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10. ANEXOS
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Anexo | — Ficha de controle para os testes de toxicidade aguda
utilizada neste trabalho.

-

TOX
Substincia Data do Teste
Lote Utilizado Hora Inicio
OBS.:
Numero de Organismos Imoveis

Concentragio 24h 48h
da amostra (%0) A B A

Controle
CE(50) 48 h= | FD=
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Anexo Il = Ficha de controle para os testes de toxicidade crbnica
utilizada neste trabalho.

Amostraz FD:

Data da coleta: | Data do inicio do teste: pH:
Lote utilizado: O

Sensibilidade:

Responsin

Aspecto geral:

Periodo do ° Niamero de Nascimentos
. o
ciclo 5 g k] o & —
reprodutivo R E'S il Réplicas
= A% |&H 4
s 2 R R R R R R R R R T
0
4
5
f
8
]
1]
12
14
15
16
18
19
20
Total de filhotes por réplica
Total d iltas sobreviventes aphs 21 dias
Nimero de posturas apis 21 dias
Réplica
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1]
Comprimento (mm) apds 21 dias
Réplica
1 2 3 4 5 i 7 8 9 1]




