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RESUMO

Os nanomateriais vem sendo amplamente utilizados na
composicdo de diversos produtos de uso industrial e pessoal.
Assim, eles podem se tornar contaminantes dos compartimentos
ambientais. A poluicdo aquatica € uma problematica constante e
o fornecimento de &gua potavel para suprir as necessidades da
populagédo é um dos maiores desafios da atualidade. Portanto, ha
a necessidade do desenvolvimento de mecanismos eficientes
para a remocdo dos poluentes da agua. Entre os processos
existentes, as membranas de nanofiltracdo com incorporagéo de
nanomateriais tem se mostrado uma boa alternativa aos
processos de tratamento de agua. Desta forma, este trabalho
teve como objetivo avaliar a toxicidade de nanobastdes de 6xido
de zinco puros e amino-funcionalizados, para o microcrustaceo
de agua doce Daphnia magna, para a bactéria marinha
bioluminescente Aliivibrio fischeri e para as células de
neuroblastomas de rato N2A; bem como, desenvolver,
caracterizar e avaliar o processo de filtracdo e a toxicidade de
membranas nanocompositas de filme fino de poliamida com
diferentes concentracdes de nanobastbes de Oxidos de zinco
amino-funcionalizados. De modo geral, a metodologia foi
realizada em quatro etapas, sendo elas: a caracterizagdo dos
nanomateriais, a avaliacdo da toxicidade dos nanomateriais, 0
desenvolvimento, caracterizacdo e avaliagdo das membranas
poliméricas e a avaliacdo da toxicidade das membranas. Em
relac@o aos resultados dos testes toxicologicos dos nanobastdes,
para as D. magna houve efeito agudo, inducdo da geracdo de
espécies reativas de oxigénio, efeito crénico sobre o
crescimento, a longevidade e a reprodugdo, além de efeitos
crénicos nas geragbes de daphnias ndo expostas aos
nanobastdes. Para A. fischeri foi observado a reducdo da
bioluminescéncia. Para as células N2A ocorreu a reducdo da
viabilidade celular, a inducao de espécies reativas de oxigénio e
0 aumento nos niveis de lipoperoxidacdo. Em relacdo as
membranas poliméricas, estas apresentaram morfologia
especifica de membranas de filme fino de poliamida,
apresentaram carater hidrofilico apesar de ocorrer o aumento do
angulo de contato e reducdo da permeabilidade hidraulica
conforme o aumento da concentracdo do nanomaterial. Para os
ensaios de rejeicdo de sais, as membranas apresentaram melhor



retencdo de NaCl do que MgCl,. Ocorreu a liberacdo de ions Zn
das membranas, contudo, a quantidade de ions liberada nao foi
suficiente para causar efeitos agudos em D. magna.

Palavras-chave: nanotoxicidade, nanobastdo, 6xido de zinco,
teste multigeracional, membrana nanocompésita de filme fino,
nanofiltracdo, tratamento de agua.



ABSTRACT

Nanomaterials have been used on the composition of several
products for industrial use and personal care. In this way, they
become potential pollutants of the environment. The water
pollution is a constant concern and to provide drinking water to
supply the world’s population is one of today’s greatest
challenges. Therefore, there is a need to develop efficient water
treatment mechanisms. Among the existing process,
nanofiltration membranes incorporating hanomaterials sounds a
good alternative for the water treatment. Thus, this study aimed to
evaluate the toxicity of pure and amino-functionalized zinc oxide
nanorods to the freshwater microcrustacean Daphnia magna, to
the bioluminescent marine bacteria Aliivibrio fischeri and to the rat
neuroblastoma N2A cells. As well as preparing, characterizing
and evaluating the filtration process and the toxicity of thin film
nanocomposite membranes with different concentrations of
amino-functionalized zinc oxide nanorods. This work was carried
out in four stages: the characterization of nanorods, the
evaluation of their toxicity, the use of the nanorods in the
polymeric membrane and the evaluation of membrane toxicity.
Regarding to the results of toxicity test of both nanorods with D.
magna, there were acute effects, induction of reactive oxygen
species generation, chronic effects on growth, longevity and
reproduction of the organisms, as well as causing chronic effects
in future generation of the daphnids. Reduction of the
bioluminescence emission was observed for A. fischeri. For N2A
cells, there were the reduction of cell viability, the induction of
reactive oxygen species generation and alteration in
lipoperoxidation levels. Regarding to the membranes, the
prepared membranes presented specific morphology of
polyamide thin film membranes, presented a hydrophilic
character, despite the increase of the contact angle and reduction
of the hydraulic permeability as the nanomaterial concentration
increased. For the salt rejection assays, the membranes showed
better NaCl retention than MgCl,. The release of Zn ions from the
membranes occurred, however, the amount released was not
sufficient to cause acute effects on D. magna.

Key-words: nanotoxicity, nanorod, zinc oxide, multigenerational



test, nanocomposite thin film polyamide membrane, nanofiltration,
water treatment.
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia (NT) é considerada um dos ramos da
ciéncia que mais se desenvolve atualmente devido a sua vasta
aplicabilidade e multidisciplinaridade (PASCHOALINO;
MARCONE; JARDIM, 2010). Atualmente mais de 1300 produtos
utilizam alguma forma de nanomaterial (NM) em sua composicao
(EPA, 2017), incluindo cosmeéticos, farmacos, equipamentos
médicos, tintas, agroquimicos, membranas de filtracdo, entre
outros.

De acordo com a Comissédo Europeia, a producéo global
de nanomateriais (NM) é de aproximadamente 11,5 milhdes de
toneladas. Estima-se que o atual mercado global de NM seja de
300.000 até 1,6 milhdo de toneladas (FUTURE MARKET INC,
2017).

A ampla produgdo e utilizacdo dos NM desperta a
discussdo sobre os potenciais riscos toxicologicos destes
materiais aos seres vivos e ao meio ambiente (SELCK et al.,
2016). Assim, surge a nanotoxicologia, que é o ramo da ciéncia
que estuda os efeitos dos NM sobre o0s seres vivos
(ZUCOLOTTO, 2010).

O risco associado aos NM provém de suas caracteristicas
especificas. Na escala nanométrica, os materiais apresentam
propriedades distintas dos seus equivalentes em escalas
maiores, como por exemplo, elevada area superficial e
reatividade. Tais propriedades vao interferir também na interacéo
NM-meio e NM-compartimentos biol6gicos, alterando seu tempo
de persisténcia no meio ambiente, biocompatibiliade e toxicidade
(ROSSETTO, 2016; LOPES et al., 2014; SANTO et al., 2014).

Embora os efeitos dos NM, como por exemplo, Ag, TiOo,
SiOgz, Cu, ZnO e Cr203, sobre 0s organismos vivos sejam alvo de
diversos estudos pela comunidade cientifica (LALAU et al., 2015;
MELEGARI et al., 2013; PERREAULT et al., 2012; PUERARI et
al., 2016; ROSSETTO et al., 2014a; VICENTINI et al., 2017), os
seus efeitos ainda ndo sao totalmente compreendidos (SELCK et
al., 2016). Assim, os esforcos para entender, identificar e
minimizar o potencial risco dos NM se torna cada vez mais
necessario, sobretudo no estagio inicial do processo de inovacéo
e durante todo o ciclo de vida do produto (ROSSETTO, 2016).

Bem como o rapido aumento no desenvolvimento da NT, o
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numero da populacdo mundial também estd em desenvolvimento
acelerado. Nos ultimos 50 anos, a populacdo passou de 2,5
bilhdes no ano de 1950 para 7 bilhdes no ano de 2011, havendo
a expectativa de atingir 8,9 bilhées de pessoas até o ano de 2050
(UNFPA, 2013). Como consequéncias, ocorre o aumento no
consumo dos recursos naturais, principalmente da agua, tanto
pela populacdo quanto pelo setor industrial, bem como o
aumento da poluicdo e deterioracdo dos recursos hidricos (QU;
ALVAREZ; LI, 2013).

A poluicdo aquatica é considerada uma das principais
preocupacdes ambientais nas areas urbanas. Assim, aliada as
legislacdes ambientais ja existentes, busca-se cada vez mais o
desenvolvimento de tecnologias alternativas para o tratamento
da agua (ZULARISAM; ISMAIL; SALIM, 2006).

Como tecnologia alternativa aos processos convencionais
de tratamento de agua, pode-se citar as membranas de filtracdo.
As membranas atuam como uma barreira seletiva na interface
entre duas fases (NG et al., 2013) e Ulbricht, (2006) destaca que
a possibilidade do baixo custo de operacdo quando aplica-se
baixas pressdes e se obtém elevados indices de remocao dos
poluentes e a conformidade com as normas ambientais sdo 0s
principais beneficios que membranas poliméricas tém em relacéo
as tecnologias convencionais.

O desenvolvimento de uma membrana de nanofiltragédo
(NF) com capacidade para reter uma maior quantidade de sais é
atrativo pois resultaria em um permeado com qualidade similar a
osmose reversa (OR), porém com menor gasto energético devido
as menores pressdes aplicadas (ULBRICHT, 2006). Um sistema
com menor custo torna-se interessante, principalmente quando
pensamos que este pode ser utilizado para auxiliar comunidades
onde o abastecimento de agua é precario, garantindo agua de
boa qualidade a populacdo (QU; ALVAREZ; LI, 2013).

A incorporacdo de NM puros ou funcionalizados com
diferentes grupos quimicos nas membranas poliméricas podem
melhorar ainda mais suas propriedades, tais como a
permeabilidade, a resisténcia a incrustacdo, a estabilidade
mecénica e térmica, além de auxilio a degradacdo de
contaminantes e facilidade de limpeza da membrana (BRAME;
LI; ALVAREZ, 2011; GHASEAMZADEH et al., 2014).

As membranas de filtracdo com insercdo de NM podem
ser empregadas no tratamento de aguas que contenham



27

produtos inorganicos, aguas residuais da industria téxtil, papel e
celulose, pesticidas, 6leos e graxas, bem como no tratamento e
dessalinizagdo da agua, entre outros (GHASEMZADEH et al.,
2014).

Muitos tipos de NM vem sendo estudados para melhorar
as propriedades das membranas, como por exemplo, SiOg,
nanotubos de carbono, ZnO, Al;Os, Ag, ZrO,, Au, Pd e TiO2,
sendo este ultimo um dos mais estudados (NG et al., 2013).

Dentre os diferentes tipos de NM utilizados, o ZnO vem
despertando interesse na aplicacdo em membranas de filtracao
devido suas excelentes propriedades 6ticas, elétricas, mecanicas
e quimicas, além de ser um material de relativo baixo custo em
relacdo ao TiO e ao Al03 (NG et al., 2013).

De acordo com o relatorio da Future Market, Inc, (2017), a
producéo global de NM ZnO atingiu 36.000 toneladas no ano de
2014 e as perspectivas sdo ainda maiores para os proximos
anos.

Neste contexto, esta tese de doutorado foi realizada em
colaboracdo entre o Laboratério de Toxicologia Ambiental do
Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental da
Universidade Federal de Santa Catarina (LABTOX-UFSC), o
Physico-Chemical Treatment Process Lab e o Alvarez’s Lab do
Civil and Environmental Engineering Department da Rice
University, Houston, Texas, Estados Unidos da América, com o
objetivo de avaliar os possiveis efeitos toxicos de nanobastdes
(NB) de 2zZnO puros (NBZnO) e amino-funcionalizados
(NBZnO@AF) ao microcrustaceo de agua doce Daphnia magna,
a bactéria marinha bioluminescente Aliivibrio fischeri e as células
de neuroblastomas de rato N2A, bem como desenvolver,
caracterizar e avaliar uma membrana polimérica de filme fino
incorporando este NM visando a remoc¢ao de sais.

1.1 JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento da NT esta a frente da avaliagdo dos
seus impactos sobre o0s seres vivos € ao meio ambiente
(ROSSETTO, 2012), fazendo-se assim necessario os constantes
estudos sobre a avaliagdo da toxicidade dos NM e seus
possiveis impactos ao meio ambiente.

Apesar da ampla producdo de NM ZnO (FUTURE MARKET
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INC, 2017), os estudos relacionados ao NM ZnO, em sua
maioria, abordam apenas a toxicidade aguda destes NM e séo
realizados com ZnO na forma de nanoparticulas (NP) esféricas
(BACCHETTA et al., 2017; GONCALVES et al., 2018).

Assim, o estudo crénico de NM ZnO, bem como a avaliagédo
dos possiveis efeitos cronicos sobre diferentes geracdes dos
organismos-teste e o0 estudo do NM em diferentes formatos,
como NB, se faz necessério, para uma melhor compreensao dos
efeitos destes NM sobre 0s organismos e o0 meio ambiente.

Os estudos prévios desses efeitos ante sua aplicacdo em
determinado produto, como este trabalho prop6e, podem
fornecer informacdes sobre as quantidades de NM que podem
ser utilizadas sem fornecer riscos toxicoldgicos aos organismos e
a salde humana, bem como pode servir de material de auxilio
para o desenvolvimento de futuras legislacdes, especificas sobre
0s NM.

O desenvolvimento de mecanismos eficientes e
economicamente viaveis que permitam a remoc¢ao dos poluentes
da agua se faz cada dia mais necessario, principalmente para a
implementacdo destes sistemas em locais onde a &gua €
escassa e a infraestrutura para o tratamento de agua sao
diversas vezes inexistentes (QU; ALVAREZ; LI, 2013).

Muitas vezes, a utilizacdo de tratamentos de agua
convencionais ndo é capaz de remover todos os poluentes da
agua, sendo limitados pela area superficial, pelos sitios ativos,
pela falta de seletividade e pela cinética de adsorcdo, havendo
entdo a necessidade de meétodos mais robustos e o
desenvolvimento de membranas com diferentes materiais para
serem utilizados na purificacdo de agua (GHASEMZADEH et al.,
2014).

Diante disto, o desenvolvimento de novas tecnologias de
membranas, entre elas as membranas poliméricas, visam a
ampla capacidade de remogdo de diferentes sais inorganicos,
utilizando em sua composicdo NM com diferentes morfologias e
baixo custo de producdo. A melhora na eficiéncia de retencao
das membranas é de grande importancia, pois podem vir a ser
mais um produto eficaz para o tratamento de &gua de
abastecimento e de efluentes, contribuindo para a melhoria da
gualidade ambiental e da saude humana.

Em 2009, o LABTOX-UFSC iniciou suas atividades na area
de nanotoxicologia quando foi aprovado pela CAPES o projeto de
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cooperacao internacional intitulado “Nanotoxicologia: Métodos
toxicoldgicos, genéticos e epigenéticos como uma estratégia
para avaliar o risco da exposicdo humana e ambiental aos
nanomateriais" (PGCI/CAPES n° 017/2010). A partir deste
projeto, possibilitou-se a aprovacéo pelo Conselho Nacional de
Pesquisa e Desenvolvimento (CNPq) de uma rede de pesquisas
em nanotoxicologia, intitulado “Rede cooperativa de pesquisas
em nanotoxicologia aplicada a nanoparticulas de interesse da
indastria  petrolifera e de tintas” (Processo CNPg n°.
552112/2011-9) que envolveu instituicdes nacionais e
internacionais.

Os recentes avancos tecnolégicos levaram o LABTOX a
iniciar pesquisas relacionadas a preparacdo de membranas
poliméricas nanoestruturadas e avaliagdo do seu potencial
toxicolégico com a aprovagdo do projeto “Nanocompdésitos para
aplicagdo em nanofiltracdo de sais e de metais pesados de
aguas para abastecimento e efluentes”, nimero 473046/2013-0
por meio da Chamada Universal 14/2013 do CNPq. Este projeto,
além da formacao de recursos humanos em nivel de mestrado,
doutorado e poés-doutorado e producdo de conhecimento por
meio da publicacdo de artigos cientificos, visa o desenvolvimento
de um produto seguro, economicamente viavel e com alta
eficiéncia na remocao de sais mono e bivalentes.

Assim, esta tese se justifica no ambito cientifico, legal e
social, pois visa garantir um desenvolvimento seguro da NT,
baseando-se no estudo toxicolégico prévio de NM de ZnO em
diferentes niveis tréficos, a fim de compreender o0s riscos
ambientais deste material, para sua posterior possibilidade de
aplicacdo em membranas de filtracdo de agua.

1.2 HIPOTESES

Considerando o exposto até o momento, as seguintes
hipéteses foram formuladas para orientar o desenvolvimento
dessa tese:

Hip6tese 1: NBZnO e NBZnO@AF podem causar toxicidade aos
organismos Daphnia magna, Aliivibrio fischeri e célula Neuro 2A.

Hipotese 2: Os efeitos téxicos causados por NBzZnO e
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NBZnO@AF podem afetar cronicamente futuras geracbes de D.
magna e os parametros de ciclo de vidam podem ser capazes de
detectar estes efeitos.

Hipotese 3: Aincorporacéo de NM no filme fino de poliamida das
membranas poliméricas melhoraram suas propriedades,
aumentando sua hidrofilicidade a eficiéncia de retencao de sais,
podendo ser aplicadas para nanofiltragdo ou osmose reversa.

Hip6tese 4. O NM incorporado no filme fino polimérico pode
lixiviar da membrana, porém a quantidade liberada ndo é
suficiente para causar toxicidade aguda ao organismo D. magna.

1.3 OBJETIVOS
1.3.1 Objetivo geral

Avaliar a toxicidade de nanobastdes de ZnO puro (NBZnO)
e amino-funcionalizado (NBZnO@AF) a diferentes organismos-
teste, bem como, desenvolver e avaliar o processo de filtracdo e
a toxicidade de membranas nanocompdsitas de filme fino de
poliamida com diferentes concentracdes de NBZnO@AF-.

1.3.2 Objetivos especificos

e Realizar a caracterizacdo fisico-quimica de NBZnO e
NBZnO@AF;

e Determinar a toxicidade aguda e crbnica de NBZnO e
NBZnO@AF ao microcrustaceo de agua doce Daphnia
magna;

e Avaliar a geracdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) pela exposicdo de NBZnO e NBZnO@AF ao
organismo Daphnia magna;

e Avaliar o efeito cronico multigeracional de NBZnO e
NBZnO@AF ao organismo Daphnia magna;

e Determinar a toxicidade de NBZnO e NBZnO@AF a
bactéria marinha Aliivibrio fischeri;

e Determinar a citoxicidade de NBZnO e NBZnO@AF a
célula Neuro 2A;
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Desenvolver membranas nanocompaositas de filme fino de
poliamida com diferentes concentracfes de NBZnO@AF;
Realizar a caracterizagéo fisico-quimica das membranas;
Avaliar a eficiéncia de remocao dos sais NaCl e MgCl»
pelas membranas;

Avaliar a lixiviagdo de ions Zn das membranas;

Avaliar a toxicidade aguda do lixiviado das membranas
utilizando o organismo Daphnia magna.






2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 TOXICOLOGIA AMBIENTAL E NANOTOXICOLOGIA

A toxicologia ambiental é a area da ciéncia que estuda os
efeitos adversos causados aos organismos vivos pelas
substancias quimicas (naturais ou sintéticas) presentes no
ambiente (HODSON, 2010) .

Desta forma, a toxicologia ambiental tem como finalidade
avaliar a possibilidade de uma substancia produzir dano a
determinados organismos sob determinadas condi¢cdes de
exposicdo (HODSON, 2010). Possibilita ainda, proporcionar
medidas preventivas, tais como o0 monitoramento ambiental e
biolégico e o controle das fontes emitentes de poluicdo
(PASSARELLLI, 2003).

Por ser uma ciéncia ampla, a toxicologia ambiental
subdivide-se em areas conforme a especificidade do estudo
requerido (COSTA, 2014). Assim, surge a nanotoxicologia, uma
area especifica dentro da toxicologia, que visa nortear 0
desenvolvimento seguro e sustentavel da nanotecnologia (ABDI,
2011).

Segundo Zucolotto, (2010) a nanotoxicologia refere-se ao
estudo da interacdo entre NM com sistemas biolégicos,
compreendendo células e tecidos. Paschoalino; Marcone;
Jardim, (2010) sugerem o uso do termo nanoecotoxicologia para
estudos que avaliam e/ou determinam os efeitos de NM ao
ambiente, demonstrando os caminhos de transferéncia da
substancia téxica, e suas rotas de exposicdo; e o uso do termo
nanotoxicologia para estudos que avaliem a toxicidade de NM e
nanodispositivos diretamente em contato com o homem. Porém
atualmente usa-se 0 termo nanotoxicologia para ambos
objetivos.

De fato, o aumento na producédo e na aplicacdo dos NM
para os diversos fins, despertou a preocupacdo para 0S
potencias riscos toxicolégicos/ambientas que estes materiais
podem causar (SELCK et al., 2016).

As mesmas caracteristicas que tornam os NM téo atrativos
para as diversas aplicagbes, como formato variado, tamanho
reduzido e elevada &rea superficial, sGo também responsaveis
por causar efeitos nocivos aos organismos (OBERDORSTER,;
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OBERDORSTER; OBERDORSTER, 2005).

Desta forma, estudos sobre a toxicidade dos NM vém
sendo amplamente realizados com diferentes organismos testes.
Os primeiros estudos na area na nanotoxicologia foram
publicados na ultima década do século XX, por Oberdorster et
al., (1992) que avaliaram a toxicidade de TiO, com diferentes
tamanhos (20 e 200 nm) em células pulmonares de ratos.

A Tabela 1 apresenta alguns estudos realizados com NM e
seus danos aos organismos expostos.

Tabela 1. Toxicidade de diferentes NM utilizando diversos organismos-
teste.

Referéncia NM Organismo Efeitos observados

Inducdo do processo de
agregacao celular;
deterioracdo na clorofila;
fotoinibicéo do fotossistema
1]

Saison etal., Core-shell Chlamydomonas
(2010) CuO reinhardtii

Diminuicdo da viabilidade

Perreault et celular; Indugéo da
al., (2012) CuO Célula N2A fragmentacdo do DNA;
" LPO e formagdo de
micronucleos
Melegari et Chlamydomonas Inibicdo celt_JIar;. aumenNto
CuO : - de carotenoides; geracao
al., (2013) reinhardtii .
de estresse oxidativo
Toxicidade elevada de CuO
quando comparada com
Rossetto et CuO/PANI D. magna CuO/PANI para ambos os
al., (2014a) e CuO A. fischeri organismos. Efeito crénico
na reproducdo das
daphnias
Lalau et al., Landoltia Alteracdes morfolc_;glcas e
CuO nos pigmentos
(2015) punctata o
fotossintéticos
Alteragfes histopatoldgicas
El mahdy et _ hepatlca}s; |nduga(2 _ de
Ag Ratas albinas  aberragbes cromoss6micas
al.,, (2015) .
nas células da medula
Ossea
Leung et al., Escherichia coll Danos na parede celular de
CeO2 Skeletonema )
(2015) ambos 0s organismos

costatum




Tabela 1. Continuacao.
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Combarros;

collado; Diaz,

(2016)

TiO2

Pseudomonas

putida

Absorcdo do NM; alteragéo
do estado fisiolégico das
bactérias; inibicdo total do
crescimento  em  baixas
concentracdes (0,5 mg.L?)

Puerari et al.,
(2016)

Cr203

D. magna
A. fischeri

Toxicidade aguda em D.
magna e A. fischeri.
AlteragBes morfolégicas e
efeitos crbnicos sobre a
longevidade, reproducéo e
crescimento em D. magna

Nasser et al.,
(2016)

D. mgna

NM carregados
positivamente muitas
ordens de magnitude mais
téxicos que NM
negativamente carregados;
alteracdo no padrdo de
ecdise das daphnias.

Vicentini et
al., (2017)

SiO2

D. magna
Célula Vero

Materiais com tamanhos
menores e/ou
funcionalizados foram mais
toxicos; efeitos cronicos
sobre a reprodugdo e
crescimento das daphnias

Lv et al.,
(2017)

C60

D.magna

Reducdo das taxas de
digestéo e filtrag&o;
deficiéncia intestinais e
inibicAio da atividade de
enzimas digestivas;
alteracdo nos niveis de
SOD e LPO

Pitt et al.,
(2018)

Poliestireno

Danio rerio

O NM foi capaz de
atravessar o corion e se
acumular em  diversos
o6rgdos; ocorréncia de
bradicardia e hipoatividade

Fan et al.,
(2018)

Nanotubos

de carbono

de paredes
multiplas

Arabidopsis
thaliana

Alteragdo no padrdo do
crescimento das raizes;
estimulo da fotossintese e
de proteinas relacionadas
ao estresse oxidativo

Sarkheil et
al.,, (2018)

ZnO

Artemia
franciscana

Toxicidade apos 96 h de
exposicao; acimulo de NM
nos organismos mesmo
apos periodo de depuracéo
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2.1.1 Testes de toxicidade aguda

Os testes de toxicidade aguda avaliam os efeitos toxicos e
proporcionam respostas rapidas dos organismos a um estimulo
que se manifesta, geralmente num intervalo de 0 a 96 horas
(esta variagdo ocorre conforme a espécie utilizada) (RAND;
PETROCELLI, 1985). Estes ensaios verificam a manifestacédo de
um efeito em um curto periodo de tempo ap6s a administracao
de uma dose Unica ou repetida de um agente toxico (OGA,
2003).

De maneira geral, sdo o0s primeiros testes realizados
gquando ndo ha informacbes toxicolégicas béasicas sobre
determinada substancia (AZEVEDO; CHASIN, 2003). Neste tipo
de teste os parémetros avaliados sdo a mortalidade e/ou
comportamento adverso dos espécimes, visto que sao facilmente
determinados. Apesar da aparente simplicidade, esses critérios
sdo utilizados por possuirem elevado significado biologico e
ecoldgico para o ambiente (ARAGAO; ARAUJO, 2008).

Por meio da realizacdo de testes de toxicidade aguda é
possivel estabelecer uma relacdo entre a dose/concentracédo
administrada e a intensidade de efeitos adversos observados. E
possivel assim estabelecer uma comparacdo da toxicidade de
uma substancia com outras substancias na qual a toxicidade é
conhecida e determinar as concentracdes letais média (CLso) €
efetivas média (CEsp). Geralmente os valores de ClLsp e CEsg
sdo expressos a 50% dos organismos expostos ao agente
intoxicante, pois estas respostas sdo mais reprodutiveis. Estes
resultados podem ser estimados com maior grau de
confiabilidade e sdo mais significativas para serem extrapoladas
para uma populacdo (MATIAS, 2009; ZAGATTO; BERTOLETTI,
2008).

Estes testes séo Uteis, pois fornecem informac¢des basicas
para estudos mais criteriosos como 0s testes de toxicidade
cronica e avaliacdo de risco ecotoxicolégico (COSTA et al.,
2008).

2.1.2 Teste de toxicidade crbnica

Os testes de toxicidade crbnica caracterizam-se por
submeterem o0s organismos a concentracdes subletais de
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determinadas substancias quimicas e/ou misturas complexas por
um longo periodo de tempo, que pode corresponder a todo o0 seu
ciclo de vida ou no minimo 10% dele (GHERARDI, 1990).

Este tipo de teste permite avaliar os possiveis efeitos
toxicos das substancias em concentragcdes que permitam a
sobrevivéncia dos organismos, mas sédo capazes de afetar suas
funcdes fisioldgicas e/ou comportamentais em funcdo do longo
tempo de exposicdo, tais como reproducdo, desenvolvimento de
ovos, crescimento e maturacdo, entre outras (ARAGAO;
ARAUJO, 2008; GHERARDI, 1990).

Os resultados obtidos nos testes crénicos sao geralmente
expressos como concentracéo de efeito ndo observavel (CENO)
que corresponde a maior concentracdo da amostra que néo
causa efeito sobre os organismos expostos e concentracdo de
efeito observavel (CEQO) que corresponde a menor concentracao
da amostra que causa efeito sobre 0s organismos expostos
(COSTA et al., 2008; MATIAS, 2009).

Os valores de CEO e CENO permitem estabelecer as
concentragcdes maximas e minimas das substancias necessarias
para que ocorram efeitos crénicos. Para a realizacdo deste tipo
de teste s@o necessarios no minimo dois niveis de doses ou
concentracdes sendo que a via de administracdo deve estar de
acordo com a via de exposicdo mais provavel (AZEVEDO,;
CHASIN, 2003).

Dentro dos testes de toxicidade crdnica, com os avancos
nas pesquisas pela comunidade cientifica, surgiram os testes
cronicos que avaliam ndo apenas os efeitos sobre os organismos
gue iniciaram o teste (F0), como também avaliam cronicamente
os filhotes desses organismos, dando origem aos chamados
testes multigeracionais (ARNDT et al., 2014).

Assim como nos testes crdnicos tradicionais, pode-se
utilizar como ferramentas de identificacdo de toxicidade, os
parametros de ciclo de vida dos organismos-teste (GONCALVES
etal., 2018; MUYSSEN; JANSSEN, 2001).

Os testes multigeracionais sdo versateis e a forma como
serdo realizados ira depender dos objetivos do estudo em
questdo (ARNDT et al.,, 2014; BACCHETTA et al., 2017
GONCALVES et al., 2018). Por exemplo, Arndt et al., (2014)
investigaram a resposta multigeracional das futuras geracdes de
D. magna apds a exposicao parental (FO) a NM de carbono com
estrutura e modificacdes superficiais diversas. Ja Muyssen;
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Janssen, (2001) estudaram a habilidade de aclimatacdo de D.
magna a diferentes concentracoes de Zn, expondo as Daphnias
ao Zn por cinco geragdes consecutivas.

Desta forma, os testes multigeracionais apresentam-se
com uma ferramenta importante para melhor compreensdo dos
efeitos dos NM sobre os organismos.

2.1.3 Testes de toxicidade in vitro

Os testes toxicolégicos in vitro sdo vantajosos por serem
ensaios relativamente rapidos e baratos, possuirem boa
reprodutibilidade, sensibilidade, sendo que o0s resultados
apresentam uma avaliagdo quantitativa dos end-points de
toxicidade avaliados. Podem ainda ser conduzidos utilizando-se
diferentes tipos de células possibilitando uma avaliacao
toxicoldgica em compartimentos-alvo (BERNAUER et al., 2005)

A citotoxicidade compreende processos de morte celular
induzida e a genotoxicidade compreende processos que alteram
0 DNA (acido desoxirribonucleico), tanto em sua estrutura fisico-
quimica (mutagénese), tanto na alteracdo do determinismo
genético em nivel celular (carcinogénese) ou orgéanico
(teratogénese). A genotoxicidade estuda, sob a visdo da
genética, o que perturba a vida ou induz a morte tanto no nivel
celular, como ao nivel de organismo (SILVA; ERDTMANN;
HENRIQUES, 2003).

Melegari, (2010) salienta que os testes de citotoxicidade e
genotoxicidade s&o ferramentas importantes para avaliacdo dos
diferentes mecanismos de acao toxica e estes testes vem sendo
incorporados entre ensaios de rotina em laboratérios de
experimentacao.

Os danos citotdxicos e genotéxicos podem ser avaliados
através de diferentes ensaios, tais como o ensaio utilizando o
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT), o
ensaio de lipoperoxidacdo biolégica por meio da dosagem do
malondialdeido (MDA), entre outros.

O ensaio utilizando o MTT consiste na absorcdo do sal
MTT pelas células sendo reduzido no interior da mitocdndria a
um produto denominado formazan. A enzima succinato
desidrogenase transforma o MTT que possui cor amarela, em
cristais de formazam, que possuem coloragéo violeta. Somente
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células viaveis sdo capazes de reduzir o MTT a formazan, assim,
a quantidade de cristais de formazan produzido, medidos por
espectrofotometria, € diretamente proporcional atividade
mitocondrial e viabilidade celular (WAN et al., 1994).

A lipoperoxidagéo (LPO) é caracterizada pelo processo em
gue os radicais livres atacam os acidos graxos poliinsaturados da
membrana celular. Ocorrendo entdo, uma reacdo em cadeia com
lipoperéxidos como produtos intermediarios e alteracdes das
propriedades da membrana, permeabilidade, respiragédo celular e
producdo de ATP, faléncia dos mecanismos de troca de
metabolitos, alteragcbes no DNA e, em condicbes extremas, a
morte celular (BARBER; HARRIS, 1994; MATIAS; CREPPY,
1998).

Este processo € constituido de trés fases, a iniciagdo, a
propagacdo e a terminagdo, tendo como produto final
substancias citotoxicas como o MDA (CATALA, 2006). O MDA
esta relacionado com danos as proteinas (SUJI; SIVAKAMI,
2008), assim, é utilizado como um biomarcador natural para a
avaliacdo do processo de lipoperoxidacdo, pois evidencia o
desequilibrio entre o sistema de defesa e ataque nas células.

2.1.4 Espécies reativas de oxigénio (EROs)

s

O oxigénio é utilizado pelos organismos aerdbicos como
aceptor final de elétrons, pois permite elevada producéo de
energia na respiracdo em resultado do seu alto potencial
eletroquimico. Entretanto, devido sua configuracédo eletrénica, o
oxigénio sofre alteragbes parciais e pode levar a formacao de
radicais livres, levando a producéo de EROs (FRIDOVICH, 1989)

Os radicais livres sdo atomos, grupos de &atomos ou
moléculas que possuem elétrons livres ndo pareados em sua
camada orbital externa e por isso apresentam instabilidade e
elevada reatividade (KIRKHAM; RAHMAN, 2006). Contudo, as
EROs incluem as espécies radicais livres e outras que apesar de
ndo possuirem elétrons desemparelhados, s&do altamente
reativos devido sua instabilidade quimica (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006).

A producado de EROs faz parte do metabolismo de animais
e plantas e esta presente nos processos fisiolégicos envolvidos
na producdo de energia, regulacdo do crescimento celular,
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fagocitose, sinalizacdo intracelular e sintese de substancias
como hormdnios e enzimas (RAHMAN; BISWAS; KODE, 2006).
Para regular a sua producéo e evitar seus efeitos deletérios, os
organismos dispdem de um sistema antioxidante. Contudo, o
desequilibrio neste sistema, pode levar ao estresse oxidativo
(RAHMAN; BISWAS; KODE, 2006).

Barata et al., (2005) destacam que os niveis de producao
de EROs no interior dos organismos € um indicador de
estresse a nivel bioquimico que pode assumir a forma de
radical anion superoxido, peréxido de hidrogénio e radical
hidroxila, entre outros (BARATA et al., 2005). Uma descri¢ao
mais detalhada das formas de EROs observadas nos

organismos pode ser observada na Tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas das principais EROs formadas in vivo.

Espécie Como se forma Sitios d~e Acéo
formacéo
. ~ . Atua como
Rad[cgl Redu_(;a}o _parual Reac0es de agente redutor
superdxido  do oxigénio por 1 S X ~
(02 elétron autoxidacéo nas reagoes
bioguimicas
Reducéo do Reacéo de H202 Danos ao DNA,
oxigénio com metais de RNA, as
. molecular por 3 transicédo e proteinas,
Radical . 1 L
hidroxila elétrons nas homdlise da lipidios e
reacdes de agua por membranas
(OHY) Cxa
Fenton e Heber- exposicao a celulares do
Weiss, catalisada radiacao nucleo e
por metais ionizante mitocondrial
Capaz de
Lo Reducéo parcial ~ Vias catalisadas transpor as
Peréxido de Cn . membranas
; o do oxigénio por oxidases e
hidrogénio P celulares
molecular por 2 superoxido :
(H202) . . facilmente e
elétrons dismutase -
gerar radicais
hidroxila
Radical Radical organico  Intermediério na Danos na
alcoxila centrado no lipoperoxidacédo membrana
(RO") oxigénio da membrana celular
Radical Formaddoea partir Intermediério na Danos na
peroxila hidroberéxidos lipoperoxidagéo membrana
(ROOY) P da membrana celular

organicos
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Tabela 2. Continuagé&o.

. E acausaouo
Primeiro estado

Oxigénio exitado de intermediario da Reage com
singleto oxig@nio toxicidade algumas classes
(*02) 9 fotoinduzida do de biomoléculas
molelular S
oxigénio

Fonte: Adaptado de Ribeiro et al., (2005) e Barreiros; David; David,
(2006).

2.1.5 Toxicidade de nanomateriais de ZnO

Os NM ZnO possuem ampla aplicabilidade. Assim, a
producdo deste NM vem aumentando e atingiu uma producéo
global de quase 40 mil toneladas no ano de 2014 com
perspectivas de producdo ainda maiores para 0s proximos anos
(FUTURE MARKET INC, 2017).

Junto com o aumento da producdo deste NM emerge
também a preocupacao sobre os possiveis efeitos e impactos do
NM ZnO para 0s organismos vivos e a saude humana.

Sabe-se que o Zn é um microelemento essencial para
todas as formas de vida conhecidas. Ele age como cofator de
diversas proteinas e funciona como uma substancia de
sinalizacdo paracelular e intracelular, entre outras funcdes.
Porém quando em contracBes elevadas, torna-se toxico para os
seres vivos (HOGSTRAND, 2011).

A preocupacgdo a respeito da poluicdo do meio aquatico é
evidente, visto que os corpos hidricos séo os receptores finais de
toda a poluicdo gerada pelos seres humanos (BERTOLETTI,
2013). E o tema qualidade da agua/acesso a agua potavel, € um
dos maiores desafios da atualidade, na questdo de se garantir
agua de qualidade para todos, especialmente para regifes onde
0 recurso é escasso (QU; ALVAREZ; LI, 2013).

Assim, o estudo dos efeitos dos NM sobre os organismos é
de fundamental importancia pois, elucida tais efeitos e auxiliam
no desenvolvimento de legislacdes ambientais especificas, bem
como no manejo da producéo e descarte destes NM, que exige
cautela (ROSSETTO, 2012).

Estudos relacionados a compreensédo destes efeitos vem
sendo realizados pela comunidade cientifica com diferentes
organismos. A Tabela 3 apresenta alguns estudos realizados
sobre a toxicidade de NM ZnO & diversos organismos.
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Tabela 3. Toxicidade de NM ZnQO a diferentes organismos.

Organismo

Efeitos observados

Referéncia

Bacilus subtilis
Escherichia coli

Inibicdo bacteriana
Geracdo de EROS

Adams; Lyon;
Alvarez, (2006)

A. fischeri Efeitos agudos em baixas
D. magna concentracdes de exposigdo Heinlaan et al.,
Thamnocephalus Efeitos associados a (2008)
platyurus liberacdo de ions
D. magna Efeitos agudos em baixas
T. platyurus concentracdes de exposicao Blinova et al.,
Tetrahymena Efeitos associados a (2010)
thermophila liberacao de ions
Efeitos na expresséo de
genes envolvidos no
. e Poynton et al.,
D. magna transporte citoesquelético,

na respiracao celular e na
reproducéo

(2011)

Xenopus laevis

Internalizagdo do NM
Aumento de LPO

Bacchetta et al.,
(2013)

Efeitos agudos

D. magna Danos ultraestruturais Santo etal., (2014)
Efeitos agufos
D. magna Efeit_os sobre_ alimentacao Lopes et al.,
' Efeitos cronicos sobre a (2014)
reproducéo
Efeitos cronicos sobre o
D. magna crescimento e a reprodugdo  Adam et al., (2014)
Internalizacéo de NM
Células ~ _
fibroblasticas de Redugdo dla I\/|ab|||dade Ann et al., (2015)
rato L929 celuiar
D. magna Danos a nivel celular Bacchetta et al.,
(2016)
M'Cm?ySt'S Danos na membrana celular Hou et al., (2017)
aeruginosa
Macro6fagos Reducéo da viabilidade
celulares RAW celular Uski et al., (2017)
264.7 Inflamacéo celular
Internalizagdo de NM Bacchetta et al.,
D. magna

Danos mitocondriais

(2017)




43

Tabela 3. Continuacéo.

AlteragOes nas regilagbes
génicas que induziram

ligeiramente a diferenciacéo
Larvas de Danio celular e as vias associadas

rerio ao sistema imunoldgico e
ativaram varios genes-chave

envolvidos na sinalizacéo

das células cancerigenas

Kim et al., (2017)

2.2 ORGANISMOS TESTES

Para maior confiabilidade dos resultados e como modo de
padronizagdo, 0s organismos utilizados nos testes de toxicidade
devem exibir caracteristicas especificas. Entre estas incluem-se
disponibilidade e abundancia, caracteristicas genéticas uniformes
e estaveis, grande potencial reprodutivo, facil aquisicdo e
manutencdo em laboratorio. Precisam também pertencer a certos
grupos taxonémicos representativos dos ecossistemas e possuir
sensibilidade a exposicdo de agentes quimicos (DOMINGUES;
BERTOLETTI, 2008).

2.2.1 Daphnia magna

O microcrustaceo de 4gua doce D. magna STRAUS (1920)
vive em ambientes |énticos, tipico de regides temperadas e
possui habitos planctdnicos.

Estes organismos possuem comprimento médio de 0,5 mm
(juvenis) a 5 mm (adultos) e alimentam-se por meio de filtracao,
principalmente de algas unicelulares (KNIE; LOPES, 2004).

D. magna apresentam ciclo de vida relativamente curto,
com duragdo varidvel de 40 a 60 dias, dependendo da
temperatura do meio. Quando em condicdes ambientais
favoraveis, reproduzem-se por partenogénese, gerando filhotes
idénticos aos originais (clones) dando origem a apenas
organismos fémeas (ARAGAO; ARAUJO, 2008). Do contrario,
em condicbes ambientais desfavoraveis, como por exemplo,
temperatura e alta densidade populacional, ha a ocorréncia de
organismos machos, levando a reproducdo sexuada e o
aparecimento de efipios. Estes efipios irdo eclodir quando as
condicbes ambientais se tornarem novamente favoraveis
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produzindo fémeas que se reproduzirdo por partenogénese
(RUPPERT; BARNES, 2005).

De maneira geral, sua morfologia caracteriza-se por
possuir o corpo envolvido por uma carapaga bivalve transparente
e um espinho apical (RUPPERT; BARNES, 2005).

Estes organismos sdo padronizados internacionalmente
(ISO, DIN, OECD) para realizacdo de testes de toxicidade de
diferentes substancias tais como NP metalicas (MWAANGA,
CARRAWAY; VAN DEN HURK, 2014; ROSSETTO et al., 2014b),
entre outros.

2.2.2 Aliivibrio fischeri

O organismo A. fischeri é uma bactéria marinha
luminescente, gram-negativa, anaerébia facultativa com formato
de bastéo, flagelada e comprimento médio de 3 um (NEALSON;
HASTINGS, 1979).

Estas bactérias podem ser encontradas como simbiontes
em diferentes espécies, como patdgenos em invertebrados ou
como saprdéfitos de vida livre, sendo cosmopolitas, habitando
preferencialmente aguas de regides temperadas e subtropicais
(NEALSON; HASTINGS, 1979).

Em condi¢cbes ambientais favoraveis, concentra¢bes de
oxigénio acima de 0,5 mg.LY e alta densidade celular as
bactérias A. fischeri emitem luz de coloracdo azul-esverdeada,
naturalmente (KNIE; LOPES, 2004; MA et al., 2014).

Segundo Mortimer et al.,, (2008), a bioluminescéncia
produzida pela bactéria marinha A. fischeri é resultado de uma
complexa cadeia de reagbes bioguimicas. Assim, Inouye, (1994)
explica que a luz emitida pelas bactérias luminescentes se
baseia principalmente num sistema de enzimas
bioluminescentes, que consiste de uma NADPH:FMN
oxidoredutase e uma luciferase. Neste sistema, primeiro FMN é
reduzido a FMNH; na reacdo catalisada pela enzima
NADPH:FMN oxidoredutase na presenca de NADPH reduzido e

um H* (Equagéo 1):
()
NADPH:FMN oxiredutase

NADPH + FMN + H* NADP* + FMNH>
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Em seguida, a enzima luciferase catalisa a oxidacdo do FMNH;
para produzir FMN na presenca de um aldeido de cadeia longa
(RCHO) e Oz com a emisséo de luz (Equagéo 2):
2)
Luciferase

FMNHz + RCHO + O2 ————> FMN + RCOOH + H20 + luz

Nesta reacdo, o comprimento de onda da luz emitida varia de
420 a 660 nm (INOUYE, 1994; MA et al., 2014).

Esta via que utiiza NADH como cofator esta
intrinsecamente ligada ao metabolismo do microrganismo. Assim,
a diminuicdo da biolumenescéncia € um reflexo da inibicdo da
atividade metabdlica bacteriana, sendo proporcional a toxicidade
da amostra testada (INOUYE, 1994; MA et al., 2014; PARVEZ,
VENKATARAMAN; MUKHERJI, 2006).

Desta forma, A. fischeri vem sendo utilizada para verificar
os efeitos toxicos de distintos compostos quimicos como, por
exemplo, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (LEE; KANG;
KWON, 2013), nanoparticulas metalicas, efluentes farmacéuticos
(YU et al., 2014), liquidos idnicos (COSTA et al.,, 2015) entre
outros.

2.2.3 Células Neuro 2A

A linhagem celular de neuroblastoma murinho, Neuro 2A
(N2A) estabelecida por Klebe; Ruddle, (1969), é proveniente da
crista neural de camundongos albinos. Estas células apresentam
morfologia arredondada a alongada (JEON et al., 2012).

Uma das vantagens desta linhagem celular é a sua
capacidade de diferenciagdo em neurdnios dentro de poucos
dias (TREMBLAY et al., 2010).

Por serem neuroblamostomas, células N2A séo
vastamente empregadas em estudos de diferenciagdo neuronal,
crescimento axonal, nos efeitos na neurogénese e
neurofisiologia, além de serem utilizadas em estudos de
propriedades neurotdxicas de diversas substancias, estudos de
neuroprotecdo e mecanismos associados a plasticidade e
regeneracao nervosa (TREMBLAY et al., 2010).

Quanto aos estudos relacionados a nanotoxicologia, as
células N2A vem sendo empregadas para estudar NP de prata
(HUANG et al., 2015; LIN et al., 2017), NP de silica (YANG et al.,
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2014), NP de magnédio/aluminio (LU et al., 2015), entre outras.
2.3 PROCESSOS DE SEPARACAO POR MEMBRANAS (PSM)

O avanco significativo do uso de membranas sintéticas em
aplicacOes industriais teve inicio na década de 1960, ainda que o
primeiro estudo registrado sobre membranas seja datado de
meados do século XVl (BAKER, 2012).

Devido ao rapido desenvolvimento desta tecnologia,
atualmente os PSM encontraram inimeras aplicages industriais,
que abrangem a purificacdo de agua e produtos lacteos,
dessalinizagdo de &agua salgada e marinha, recuperacdo de
aguas residuais, producédo de alimentos e bebidas, separacao de
gas e vapor, conversao e armazenamento de energia, controle
de poluicdo do ar e tratamento de residuos industriais perigosos,
hemodialise, protecdo e separacdo de microorganismos, etc
(FANE; WANG; JIA, 2011).

Segundo Fane; Wang; Jia, (2011), a tecnologia de
membrana aumentou consideravelmente nossas capacidades
para reestruturar processos de producdo, proteger o meio
ambiente e a saude publica, além de fornecer novas tecnologias
para o crescimento sustentavel. Ainda neste contexto, Qu;
Alvarez; Li, (2013) ressalta que a tecnologia de membranas é
uma componente chave no paradigma de tratamento e
reutilizagdo de agua.

Todos os PSM sé&o caracterizados pelo uso de uma
membrana (ULBRICHT, 2006). Uma membrana pode ser definida
como uma interface entre duas fases agindo como uma barreira
seletiva (NG et al., 2013).

Os PSM consistem em uma moderna técnica de separacdo
fisico-quimica que utiliza a diferenca de permeabilidade entre os
componentes da solugdo como mecanismo de separacdo
(MULDER, 1996; QU; ALVAREZ; LI, 2013), ou seja,
caracterizam-se pela passagem de uma suspensédo ou solucao
através de uma membrana ocorrendo separacdo seletiva dos
componentes. A fracdo da alimentacdo que permeia pela
membrana é denominada de permeado e a fragcdo retida, de
concentrado ou ndo permeado (MULDER, 1996).

Para que se realize o transporte de uma substancia através
da membrana, é necessario que seja desempenhada uma forca
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impulsora sobre a solucdo de alimentacdo. Para isso existem
diferentes forcas motrizes capazes de exercer esta fungdo como
gradiente de pressao (AP), concentragédo (AC), temperatura (AT)
e de potencial elétrico (AV) (MULDER, 1996).

Entre os processos que utilizam a pressdo como forca
motriz esta a microfiltracdo (MF), a ultrafiltracdo (UF), a
nanofiltracdo (NF) e a osmose reversa (OR). As principais
caracteristicas de cada um destes processos estao apresentadas
na Tabela 4.

Tabela 4. Caracteristicas dos PSM.

. . Material
Tipo de Forca Mecanismo . .
Processo . ~ Material retido que
membrana motriz de agéo .
permeia
Material em
AP suspe,ntsao Agua
. ~ Bactérias o
MF Microporosa  0,1-1 Excluséo . Sélidos
Material com . .
bar dissolvidos
massa molar >
500 kDa
Coloides
e
UF Microporosa  0,5-5 Excluséo Sais
bar massa molar
5000 Da
Material com
AP Excluséo massa molar Agua
NF Assimétrica 540 Clus: &
bar Difusédo entre 500 e Sais
2000 Da
Assimétrica AP Todo material
OR . 40 — Difusédo soltvel ou em Agua
Filme denso =
100 bar suspenséo

Fonte: Adaptado de Habert; Borges; Nobrega, (2006).

Segundo Baker, (2012) e Mulder, (1996), as membranas
podem ser classificadas pelo tipo de material pelo qual séo
constituidas, pela sua morfologia e pela capacidade de rejeitar os
solutos ou pelos mecanismos envolvidos na rejeicdo destes
solutos.

O desempenho de uma membrana pode ser influenciado
por sua composicdo quimica, temperatura, pressao, fluxo de
alimentacdo e por interagdes entre componentes da alimentacao
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e a superficie das membranas (DE MORAIS COUTINHO et al.,
2009). Para que uma membrana seja considerada de alta
qualidade, estas devem apresentar fatores como: elevado fluxo a
pressdes inferiores, boa estabilidade mecanica e boa
seletividade para as substancias que se deseja separar
(MOHAMMAD et al., 2015).

Expondo de maneira simplificada, o PSM consiste no
bombeamento de uma solucao sob presséo através da superficie
da membrana (FANE; WANG; JIA, 2011; MULDER, 1996). Os
tipos de sistema de filtracdo existentes sdo denominados de
Dead-end ou filtracdo estatica e Cross-flow ou filtracdo
tangencial. A Figura 1 apresenta um esquema ilustrativo destes
tipos de sistema.

Figura 1. Esquema ilustrativo da filtrac&o tipo Cross-flow e Dead-end.

Cross-flow Dead-end

Alimentagao
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o0 o e o0y . Alimentagao
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Espessura da camada
de particulas

P e et
/ / / Espessura da camada
4 Fluxo permeado de particulas

Tempo Tempo

Fonte: Adaptado de Fane; Wang; Jia, (2011).

No tipo Dead-end, a solucdo de alimentagdo € forcada
através da membrana pelo gradiente de presséo. Isto faz com
que o0s componentes rejeitados pela membrana concentrem
sobre a membrana, diminuindo rapidamente sua eficiéncia com o
passar do tempo (FANE; WANG; JIA, 2011; MULDER, 1996).

Ja no tipo Cross-flow, a solucdo de alimentacdo escoa
paralelamente a superficie da membrana, enquanto o permeado
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€ transportado transversalmente, o que aumenta o tempo de
eficiéncia da membrana (FANE; WANG; JIA, 2011; MULDER,
1996).

As vantagens dos PSM estdo associadas principalmente,
ao fato desses processos efetuarem separagbes sem mudanca
de fase sendo energeticamente vantajosos quando comparados
com o0s processos térmicos tradicionais.  Além disto, 0s
equipamentos com membranas sd0 mais compactos que 0s
tradicionais. Com isso, sua estrutura modular lhes confere maior
flexibilidade operacional e de projeto e 0s custos operacionais e
de manutencdo podem ser menores porque tais sistemas tém
menos partes méveis e exigem um menor numero de operadores
(NG et al., 2013).

2.3.1 Nanofiltracdo (NF)

A NF é um processo de separacdo por membranas com
propriedades intermediarias entre a UF e a OR, sendo um
processo extremamente complexo que depende dos eventos
microhidrodindmicos e interfaciais que ocorrem na superficie da
membrana e dentro de seus poros (MOHAMMAD et al., 2015).
Os mecanismos de acao de rejeicdo de membranas NF podem
ser atribuidos a uma combinacao de efeitos estéricos, efeito de
Donnan, efeitos dielétricos e de transporte (MOHAMMAD et al.,
2015).

As caracteristicas especificas das membranas de NF estéao
relacionadas com as altas rejei¢cdes de sais polivalentes (99%),
moderadas rejei¢cdes de sais monovalentes (0 a 70%) e elevada
rejeicdo de compostos organicos com peso molecular superior ao
peso molecular de corte da membrana (MWCO), o que
corresponde a faixa de 300 a 500 Da (BAKER, 2012;
MOHAMMAD et al., 2015).

Geralmente, sistemas de NF requerem pressGes de
operacdo menores aquelas requeridas na OR. Por este motivo
sd0 economicamente mais vantajosos quando comparados a
estes processos. Além disso, apresentam facilidade de operagéo,
ndo requererem uso de aditivos e permitem a construcado
modular o que facilita a construcdo em grande escala
(BUONOMENNA et al., 2007; MOHAMMAD et al., 2015).

Tais propriedades possibilitam que o processo de NF seja
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utilizado em diferentes areas, tais como: tratamento de agua e
efluentes, industrias farmacéuticas, biotecnologia e engenharia
de alimentos (BUONOMENNA et al., 2007; MOHAMMAD et al.,
2015).

Independente da finalidade, geralmente a NF, ndo é vista
como um processo alternativo, mas sim como um coadjuvante
quando se deseja alcancar uma melhoria na qualidade do
tratamento ou ainda uma diminuicdo de custos de producéo
(MULDER, 1996).

A evolucdo no desenvolvimento de tecnologia de
membrana de NF est4d associada a criacdo de melhores
tecnologias de filtragdo para separar substancias orgéanicas e
inorganicas em solucdo. Os avangos ocorrem devido a criagdo
de membranas mais eficientes através de métodos como:
polimerizacdo interfacial (PI), incorporacdo de NM, tratamento
com ultravioleta, entre outros. Estas modificacbes podem ser
realizadas na superficie da membrana ou em sua estrutura
(FANE; WANG; JIA, 2011; NG et al., 2013).

Tais métodos visam o0 desenvolvimento de membranas
com maior seletividade, maior tendéncia a rejeicdo e a
diminuicdo da incrustacéo (fouling) (MOHAMMAD et al., 2015;
NG et al., 2013; YIN; DENG, 2014).

2.3.2 Membranas poliméricas nanocompasitas

Membranas poliméricas s&@o atualmente o tipo de
membrana mais utilizada para o tratamento da agua, devido ao
seu mecanismo de formacdo de poros simples, maior
flexibilidade e custos relativamente baixos em comparacdo com
equivalentes de membrana inorgéanicas (NG et al., 2013).

No entanto, ainda é limitada por varios desafios, como a
relacdo entre a permeabilidade e baixa resisténcia a incrustagéo
(WU; YU; LI, 2015). O desenvolvimento de membranas com alta
permeabilidade e rejeicdo, e boa propriedade anti-incrustante é
necessaria para purificacdo de agua sob o contexto de eficiéncia
energética e de custo-beneficio (WU; YU; LI, 2015).

Dentre a ampla gama de polimeros existentes, 0s mais
utilizados no desenvolvimento e preparo de membranas sdo a
polisulfona (PSF), a polietersulfona (PES), a poliamida (PA) e a
quitosana (QTS) (BAKER, 2004).

Membranas poliméricas nanocompositas sdo membranas
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com NM dispersos em suas matrizes poliméricas (YIN; DENG,
2015). Estas membranas podem ser utilizadas para separacao
gas-gas, liquido-liquido e sdlido-liquido (YIN; DENG, 2015).

De acordo com a estrutura da membrana e localizacdo de
onde sdo inseridos os NM, as membranas nanocompdsitas
podem ser classificadas em quatro categorias segundo (YIN;
DENG, 2015): (1) nanocompdsita convencional, aonde o NM esta
inserido na matriz polimérica; (2) nanocomposita de filme fino
(TFN), aonde o NM é incorporado apenas no filme fino que
recobre a membrana; (3) compdsita de filme fino (TFC), aonde o
NM esta inserido apenas na membrana suporte; e (4)
nanocompositas, aonde os NM estdo localizados aderidos a
superficie da membrana. As estruturas tipicas destas membranas
séao ilustradas na Figura 2.

Figura 2. Estrutura tipica de membranas poliméricas hanocompadsitas.
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Fonte: Adaptado de Yin e Deng (2015).

Segundo Qu et al., (2013) a incorporacdao de NM puros ou
funcionalizados em membranas é capaz de alterar as
propriedades da membrana, proporcionando uma melhora na
permeabilidade da membrana, resisténcia a incrustacdo e
estabilidade mecénica e térmica.

Diversos NM sao utilizados no preparo das membranas. Os
mais comuns sdo Ag, TiO2, SiO2 e ZnO (QU et al., 2013;
MOHAMMAD et al., 2015).
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A maioria dos estudos relacionados a incorporacédo de NM
a estrutura das membranas concluiu que a hidrofilicidade da
superficie da membrana foi melhorada através da incorporacao
de NM hidrofilicos expostos na superficie da membrana
(MOHAMMAD et al., 2015).

De maneira geral, o aumento da hidrofilicidade da
superficie da membrana acarreta na reducdo da incrustacao,
devido a absorcdo de grupos hidroxila, que poderia impedir a
adsorc¢do do fouling (ZHAO et al., 2012).

Segundo Yin; Deng, (2015) a hidrofilicidade e a rugosidade
da superficie da membrana controlam as caracteristicas de anti-
incrustacdo, enquanto as estabilidades quimicas, térmicas e
mecénicas, determinam a durabilidade da membrana.

Yin; Deng, (2015) destacam ainda que devido a esta
promessa de superar a relacdo de troca entre a permeabilidade e
seletividade bem como mitigar o problema de incrustacdo
durante o processo de tratamento de agua, as membranas
nanocompositas ganharam atencao e estdo sendo consideradas
a vanguarda para criacao da préxima geracao de membranas de
alto desempenho.

2.3.3 Membrana nanocompésita de filme fino (Thin-film
nanocomposite membrane - TFN)

TFN sdo constituidas por uma fina camada
(aproximadamente entre 50 nm a 100 nm) geralmente feita de
PA, acima de uma camada de suporte porosa (MOHAMMAD et
al., 2015; YIN; DENG, 2015).

Este tem sido o principal tipo de membrana de NF/OR,
desde que foi inicialmente desenvolvido na década de 1970,
utiizado para dessalinizacdo de agua marinha ou salobra,
remocdo de metais pesados, micropoluentes organicos (como
pesticidas), desrruptores enddcrinos e compostos
farmacologicamente ativos (YIN; DENG, 2015).

As diferencas entre os desempenhos de membranas TFN
aplicadas a OR e aplicadas a NF s&o a maior permeabilidade de
agua das membranas de NF e a sua elevada rejeicao de sais
multivalentes (por exemplo, Na>SQOa) e inferior rejeicdo de sais
monovalentes sal (por exemplo, NaCl) quando comparadas as
membranas de OR (LAU et al., 2015).

Como forma de barreira seletiva da membrana TEN, a
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pelicula de PA controla em grande parte o desempenho da
membrana em termos de permeabilidade, seletividade, e
resisténcia a incrustacédo (LAU et al., 2015; YIN; DENG, 2015).

A incorporacdo de NM na camada PA pode modificar as
propriedades fisico-quimicas da membrana, tais como a
hidrofilicidade, densidade de carga, a porosidade e a reticulagdo
ou ainda proporcionar canais especiais de agua que podem
melhorar a relacao seletividade/permeabilidade (LAU et al., 2015;
MOHAMMAD et al., 2015).

Estas alteragfes na permeabilidade e seletividade da
membrana dependem do tipo, tamanho e quantidade de NM
incorporado (QU; ALVAREZ; LI, 2013). Alguns exemplos de NM
que vem sendo amplamente utilizados para incorporar os filmes
finos incluem zedlitas, Ag, TiO, e nanotubos de carbono (QU et
al., 2013; QU; ALVAREZ; LI, 2013).

Diante do exposto, a Tabela 5 apresenta alguns exemplos
de membranas poliméricas que vem sendo desenvolvidas
incorporando NM em sua estrutura.

Tabela 5. Membranas poliméricas nanoestruturadas.

Propriedades

Polimero NM Tipo Referéncia
observadas
Aumento da Zodrow et
PSF Ag UF hidrofilicidade al., (2009)
Reducéo do fouling v
Aumento da
. permeabilidade sem Jin et al.,
PSF/PA F .
SF S0z v alterar o rendimento de (2012)
rejeicdo de sais
. Andrade et
PSF A NF R a foul
S g educéo do fouling al., (2015)
Nanotubos AItera(;fjlo da poros!dade Khalid et
PSF de UF Alteracao da rugosidade
S . al.,, (2015)
carbono Resisténcia ao fouling
Aumento da
hidrofilicidade Rajabi et
PES Zno NF Aumento do fluxo al.,( 2015)

Resisténcia ao fouling
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Tabela 5. Continuacéo.

Alteragdo na reologia

Aumento da Mehrnia et
PSF Al203 MF hidrofilicidade al., 2015)
Reducéo do fouling
Aumento da Peyki et
PSF/PA SiO2 OR hidrofilicidade al., (2015)
Reducéo do fouling v
Aumento do fluxo
Aumento da remocéo de Ngo et al
PSF/PA TiO2 NF corantes (2016) v
Aumento da capacidade
anti-fouling

2.3.4 Processo de preparo de membranas

O preparo de membranas nanocompdsitas € realizado
principalmente pelo método de inverséo de fases (IF) (NG et al.,
2013).

No processo de IF a solugdo polimérica homogénea é
separada em duas fases, uma fase sélida rica em polimero, na
qual se forma a matriz da membrana e uma fase liquida pobre
em polimero, na qual é formada a estrutura porosa (NG et al.,
2013; XIE et al., 2012).

Apés a imersdao do filme polimérico no banho de
coagulacdo contendo o nado solvente, este ira difundir para a
solucéo polimérica, enquanto o solvente se difundira no banho. A
forca motriz para este processo é a diferenca de potencial
quimico existente entre o filme e o banho. A transferéncia de
massa entre o solvente e o ndo solvente é um fator determinante
na morfologia das membranas e para a compreensdo dos
fendbmenos envolvidos na sintese das mesmas (SCOTT, 1995).

Para a formacdo do filme fino de PA sobre o suporte
polimérico preparado por meio de IF, o método de Pl demonstra-
se como uma técnica Util e rapida para preparo de membranas
de NF e OR. O filme fino sobre a superficie das membranas é
formado por meio da reacdo de copolimerizacdo entre dois
mondmeros reativos, formando um filme com espessura variavel
de até 100 nm (LI et al., 2014; MOHAMMAD et al., 2015).

Diferentes tipos de monbémeros tém sido utilizados no
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processo de PI, tal como bisfenol A, acido tanico, m-
fenilenodiamina (MPD), polivinilamina que reagem com cloreto de
trimesol (TMC) ou cloreto de isoftaloilo (JEONG et al., 2007; LI et
al., 2014).

O filme fino formado na parte superior do suporte poroso
ird determinar a retencéo total de soluto e o fluxo de permeado,
que pode ser melhorado variando o tipo e a concentracdo do
mondmero em cada uma das solucbes, as propor¢cbes dos
mondmeros, e o tempo de reacéo da Pl (YIN; DENG, 2015).

Scott, (1995) ressalta que o tempo da reacdo de Pl é
extremamente rapido e fatores, tais como tempo de reacdo,
temperatura de reacdo, condigcbes de cura e concentracdo de
mon6mero podem afetar a estrutura do filme formado.

2.4 CARACTERISTICAS E PROPRIEDADES DOS MATERIAIS
UTILIZADOS NA PESQUISA

A escolha dos materiais utilizados no desenvolvimento de
membranas é de grande importancia sendo preciso considerar
caracteristicas  tais  como: propriedades  hidrofobicas;
propriedades hidrofilicas; resisténcia mecanica; resisténcia
quimica; resisténcia térmica; capacidade de recuperacao;
estabilidade dimensional, toxicidade e custo (MULDER, 1996).

Assim, uma breve revisdo sobre as caracteristicas e
propriedades dos principais materiais utilizados na composi¢cao
das membranas que foram desenvolvidas nesta pesquisa
encontra-se a seguir.

2.4.1 Polisulfona (PSF)

Embora possam ser encontradas na forma alifatica ou
aromédtica, as polisulfonas aromaticas apresentam melhores
propriedades para a fabricacdo de membranas (COTTER, 1995).

As polisulfonas aromaticas (Figura 3) sdo polimeros
termoplasticos compostos por grupos sulfona fixando anéis
fenoxidos na cadeia. Este polimero é obtido a partir da reagéo
entre o bisfenol A e a 4-4’diclorodifenilsulfona (ROBESON;
FARNHAM; MCGRATH, 1978) resultando em um polimero com
alta resisténcia ao impacto e flexibilidade. Os anéis fendxidos e a
unido sulfénica proporcionam rigidez ao polimero, enquanto que
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0s atomos de oxigénio entre os anéis fenoxidos (ligacdo éter)
proporcionam flexibilidade, resisténcia e estabilidade a oxidacao
(COTTER, 1995).

Figura 3. Estrutura quimica da unidade repetitiva da PSF.

o]

Fonte: Bet-moushoul et al., (2016).

Além de tais caracteristicas, apresentam alta resisténcia
térmica, podendo ser utilizadas a temperadas mais elevadas
(entre 75 °C e 174 °C aproximadamente), alta temperatura de
transicdo vitrea (Tg), boa resisténcia mecéanica, alta dureza
(implicando em maior resisténcia a deformacdo plastica
localizada), solubilidade em solventes polares apréticos,
durabilidade quimica sobre uma ampla faixa de pH (2 a 13) e
estabilidade hidrolitica (COTTER, 1995; ROBESON; FARNHAM,;
MCGRATH, 1978; WANG et al., 2011).

Devido apresentar tais caracteristicas, a PSF é um dos
polimeros amorfos mais utilizados para a preparacdo de
membranas de micro e ultrafiltragcdo, assim como suporte para a
fabricaco membranas compédsitas de nanofiltracdo e
membranas de osmose reversa (TWEDDLE et al., 1983; WANG
etal., 2011).

No entanto, devido a sua natureza hidrofébica as
membranas de PSF apresentam baixo fluxo de agua em
comparacdo a outras membranas preparadas a partir de
polimeros hidrofilicos, resultando na suscetibilidade a incrustacdo
da membrana (KHALID et al., 2015).

Desta forma, a modificacdo das membranas de PSF
através da incorporacdo de materiais hidrofilicos na matriz
polimérica vem sendo amplamente estudada (SONG et al.,
2014).

2.4.2 Poliamida (PA)

As poliamidas ou nailons sdo polimeros termoplasticos
semicristalinos obtidos através da interagdo de um grupo amina e
um acido. Sao compostos pela repeticdo de grupos funcionais
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amida (-CONH-) ao longo da cadeia polimérica intercalados por
sequéncias de grupos metilenos (-CH2-), podendo ser
encontradas na forma alifatica ou aromatica (BRYDSON, 1985).

Estes polimeros, de maneira geral, apresentam facil
processabilidade, boa resisténcia mecanica e quimica e a
abrasdo, elevada resisténcia a tensdo e a flexdo e estabilidade
dimensional (BASSANI; PESSAN; HAGE JUNIOR, 2002;
MURASE et al., 2002).

Desta forma, membranas de PA sdo amplamente
utilizadas, pois apresentam caracteristicas de elevado fluxo
permeado e retencdo e sdo capazes de operar numa ampla faixa
de pH, porém sdo muito sensiveis a agentes oxidantes
(ADRIAENSENS et al., 2001).

A PA também pode ser formada in situ sobre superficies,
através da técnica de PI. A quimica predominante para a reacao
de PI para formacdo do filme fino de PA, baseia-se na
policondensa¢cdo de uma amina e um halogeneto de acilo
polifuncional. As aminas polifuncionais comumente utilizadas séo
a piperazina, o m-fenileno e as diaminas, ja os halogenetos de
acilo comumente utilizados incluem o cloreto de trimesol e o
cloreto isoftaloilo. A amina é dissolvida numa fase aquosa,
utiizada para impregnar um suporte poroso, este € entédo
colocado em contato com uma fase organica contendo o
halogeneto (LI; WANG, 2010)

A reacdo de polimerizacdo na interface cria uma camada
de PA com espessura de aproximadamente 100 nm em cima do
suporte poroso (LI; WANG, 2010).

A estrutura quimica da PA resultante da interacdo entre a
MPD e o TCM componentes utilizados nesta pesquisa, pode ser
verificada na Figura 4.



58

Figura 4. PA derivada do MPD e TMC via polimerizacao interfacial.
Duas estruturas podem ocorrer, uma parte reticulada (crosslinked) (m)
e uma parte linaer (n).
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Fonte: Adaptado de Li; Wang (2010).
2.4.3 Oxido de Zinco (ZnO)

O ZnO é um metal semicondutor encontrado naturalmente
no mineral zincita, caracterizado como um po6 fino, amorfo com
coloracdo branca e carater anfétero (MAYRINCK et al., 2014;
OZGUR et al., 2005).

O ZnO existe sob duas formas principais: hexagonal
(wertzite) e blenda de Zn cubico. A estrutura hexagonal € mais
estavel nas condicbes ambientais e, portanto, mais comum.
Apresenta par@metros deredea=b=0,325nmec=0,521 nme
é constituido por atomos de zinco (Zn*?) e oxigénio (O7?)
coordenados tetraedricamente e dispostos alternadamente
camada por camada ao longo do eixo ¢, com superficies polares
com cargas iguais e opostas de +(0001) para Zn*2 e -(0001) para
O2 (WILSON; TANG; BARNARD, 2016). A estrutura hexagonal
do ZnO esta apresentada na Figura 5.

Em laboratério, os NM ZnO podem ser sintetizados por
métodos fisicos, quimicos e biolégicos, utilizando técnicas de
evaporacgédo térmica, reducdo quimica e sintese com extratos de
plantas (KROL et al., 2017).
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Figura 5. Estrutura hexagonal de ZnO indicando os planos de
crescimento.

{oo01}

Fonte: Adaptado de Krél et al., (2017).

Estes NM possuem superficies polares bastante estaveis,
facil cristalizacdo e excelentes propriedades fisico-quimicas,
como por exemplo, propriedades Opticas, magnéticas,
semicondutoras, piezoelétricas, e antibacterianas (VASEEM,;
AHMAD; YOON-BONG, 2010). Desta forma, NM ZnO pode ser
sintetizado com diferentes morfologias, tais como, NP, nanofios,
nanotubos, NB, nanofitas, entre outras morfologias complexas
(OZGUR et al., 2005).

A variedade morfolégica do ZnO pode ser atribuida ao
controle e adaptacdo dos pardmetros de sintese, tais como:
pressdo atmosférica, temperatura, uso de catalisadores e/ou
substratos, fluxo de gas de arraste, adicdo de dopantes e a
natureza dos materiais de partida (OZGUR et al., 2005).

Devido as excelentes caracteristicas fisico-quimicas e as
diversas formas de crescimento, NM ZnO vem sendo utilizados
nas mais diversas aplicacdes. Algumas destas aplicacbes
incluem fornecer propriedades cataliticas (FOROUZANI et al.,
2015; LIN et al.,, 2014), luminescentes (FUJIHARA; NAITO;
KIMURA, 2001; ZANG et al., 2011), aplicados em dispositivos
eletrbnicos (CHEN et al., 2015; KANG et al., 2014), em terapia
fotodindmica contra o cancer (WILLANDER et al.,, 2011), em
cosméticos (BOUTARD et al.,, 2013; LEWICKA et al., 2013) e
para fornecer propriedades biocidas e antibacterianas
(CARVALHO et al., 2014; VICENTINI, 2010).
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No que diz respeito ao uso de ZnO em membranas de
filtracdo, a alta hidrofilicidade de NP ZnO I|he tornou um dos
materiais mais adequados para melhorar a hidrofilicidade de
membranas compositas (HONG; HE, 2012).

Como consequéncia da elevada area superficial este NM
pode facilmente absorver grupos hidroxila (-OH) (SHEN et al.,
2012). Ja a natureza antibacteriana (CARVALHO et al., 2014) e a
capacidade de absorver e/ou dissipar a radiacao ultravioleta,
pode favorecer o desempenho anti-incrustacdo e estender a vida
atil de utilizacdo das membranas (BALTA et al., 2012).

Hong; He, (2012) também afirmam que as NP ZnO podem
ser incorporadas numa matriz sélida (uma membrana) para
desenvolver um sistema operacional estavel com melhora nas
propriedades fisicas e quimicas da membrana.

Balta et al., (2012) destacam que a incorporacdo de NM
ZnO na matriz da membrana é uma abordagem promissora, pois
esta pode resolver o problema de incrustacdes de membranas,
bem como melhorar sua hidrofilicidade, além de ser
economicamente viavel, pois este NM possui custo mais baixo
quando comparado a NM com propriedades semelhantes, tais
como o TiO2 e o Al;Os, tendo aproximadamente 1/4 do valor
destes materiais de acordo com as cotacdes do mercado chinés.

Assim, alguns estudos utilizando NM ZnO em membranas
de filtracdo estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Membranas poliméricas com insercdo de NM ZnO em sua
composicao.

. Tipo de Caracteristicas A
Polimero Referéncia
processo observadas
Aumento da hidrofilicidade
PVDE ME Melhora nasAproprledades Hong; He,
mecanicas (2012)
Aumento do fluxo
Aumento da hidrofilicidade
Aumento na porosidade
Aumento no fluxo Shen et al
PES NF Aumento néo significativo (2012)

na rejeicao
Aumento na capacidade
anti-fouling
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Tabela 6. Continuag&o.

Aumento da hidrofilicidade
Aumento da resisténcia
térmica Leo et al.,
PSF UF Aumento da (2012)
permeabilidade
Reducéo do fouling

Aumento na hidrofilicidade

Aumento da capacidade Liang et al.,
PVDF UF anti-fouling (2012)
Aumento da foca mecénica
Aumento da hidrofilicidade
Alteracdo da rugosidade
PSF UF Aumento do fluxo A;r;oszrgalr;;a t
Boa rejeicdo de sais NaCl v
e MgSOq4
Aumento da capacidade
anti-fouling
PE UF AumenF(.) da Jafarzadeh et
permeabilidade al, (2015)
Aumento do fluxo
Alteracdo da rugosidade
Al 3 i
teracdo da rugosidade Pal et al.
PSF/PEI NF Aumento do fluxo e
. (2015)
rejeigao
Aumento da hidrofilicidade lsawi et al
PSF/PA NF Aumento do fluxo v
~ . (2016)
Aumento retengdo de sais
Aumento do fluxo Lietal.,
PVDF uF Aumento da rejeicdo (2016)
Propriedade fotocatalitica
Propriedades bactericidas .
= . Bojarska et
PP - Prevencéo ao fouling
~ ~ al., (2017)
Prevencéo a formacéo de
biofilme
Aumento da
permeabilidade Nasrollahi et
PES UF Aumento da capacidade al., (2018)

anti-fouling
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Este capitulo apresenta a metodologia utilizada para a
para o preparo e andlise do processo e eficiéncia das
membranas. A Figura 6 apresenta um panorama geral de cada

NBZnO@AF, bem como os regentes e a metodologia empregada
etapa da pesquisa e 0s experimentos realizados.
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Esta tese foi desenvolvida nas dependéncias do LABTOX-
UFSC e na Rice University nos Estados Unidos, durante o
estagio doutoral com bolsa CNPq de doutorado sanduiche.

3.1 SINTESE DOS NANOBASTOES

Os NB utilizados nesta pesquisa foram sintetizados no
LABTOX-UFSC pela pos-doutoranda responsavel, Dra. Denice
Schulz Vicentini, utilizando a metodologia proposta por Yang; Liu
(2011) e adaptada conforme Gongalves et al., (2018).

Para a sintese do NBZnO, solubilizou-se 60 mmol de
acetato de zinco diidratado (Sigma Aldrich, USA) e 130 mmol de
hidroxido de potassio (JTBaker, MX) em 60 mL e 40 mL de
metanol (Synth, BR), respectivamente, sob agitagdo constante
durante 1 h em temperatura ambiente. ApOs este periodo, as
solug¢des foram misturadas e mantidas sob refluxo a 60 °C por 72
h. O produto, NBZnO, foi lavado por centrifugacdo com agua e
etanol, respectivamente, por 3 vezes e seco em estufa a 40 °C
por 24 h.

Para a sintese do NBZnO@AF, suspendeu-se 1 g de
NBZnO em 40 mL dimetilsuféxido (DMSO) (Synth, BR) com
auxilio de um ultrassonicador (QSONICA Q500) a 200 W por 5
minutos. Na solu¢do coloidal formada, foram adicionados 25
mmol de 3-[2-(2-aminoetilamina)etilamina]propyltrimetoxisilano
(AEAEATPMS) (Acros, USA) e manteve-se sob refluxo por 3 h a
110 °C. Em seguida, o produto, NBZnO@AF, foi lavado por
centrifugacdo com agua e etanol, respectivamente e secos em
estufa a 50 °C por 24 h.

3.2 CARACTERIZACAO DOS NANOBASTOES

Os NB foram caracterizados por difracdo de raios-X (DRX),
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourrier
(FTIR) e area superficial (AS). Ja as suspensbdes-teste de NBZnO
e NBZnO@AF foram caracterizadas por microscopia eletrbnica
de transmissdo (TEM), potencial zeta (Pz), diametro
hidrodinamico (DH) e por espectrometria de absorcdo atdmica
com chama (FASS), em agua ultrapura (UP) e nos meios ISO,
M4 e NaCl 2%.
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3.2.1 Difrac&o de raios-X (DRX)

As andlises de DRX foram realizadas no Laboratério de
Caracterizacdo Microestrutural (LCM) do Departamento de
Engenharia Mecanica da UFSC, utilizando um difratdmetro de
raios X (PHILIPS-X'PERT), equipado com um tubo de cobre
(CuKa, A= 1,54056 A), com o objetivo de identificar a pureza da
fase cristalina e o tamanho médio do cristalito dos NB. O
tamanho médio do cristalito (d) foi estimado para os NB
utilizando a relacdo de Scherrer (Equacgéo 3):

3)

d=0,91ANBcos b

Onde A é o comprimento da radiagéo, 3 € a largura a meia altura
do halo principal, em radianos, e 8 € o semi-angulo de difragéo.

3.2.2 Espectrometria de infravermelho por transformada de
Fourrier (FTIR)

Com o objetivo de identificar os grupos funcionais dos NB e
seus possiveis deslocamentos, foram realizadas analises por
FTIR (Espectrometro ABB - Bomem, FTLA 2000) na Central de
Andlises do Departamento de Quimica da UFSC. A faixa de
comprimento de onda utilizada foi de 1000 a 4000 cm, com uma
resolucdo de 4 cm™.

3.2.3 Area superficial (AS)

A determinacéo da AS dos NB foi realizada no Laboratério
de Materiais Elétricos (LaMatE) do Departamento de Engenharia
Elétrica da UFSC com o auxilio do equipamento NOVA® Surface
Area Analyzer (Quantachrome Instruments). As amostras em po
foram preparadas a 150° C, sob vacuo, durante 1 hora no préprio
equipamento e submetidas a um ciclo contendo um total de 14
pontos (p/p®), 7 de adsorcéo e 7 de dessorcao através da injecao
de nitrogénio liquido. A &rea superficial especifica foi calculada
pelo software do equipamento através da equacdo BET
(Brunauer, Emmett e Teller).
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3.2.4 Potencial zeta (Pz) e Didmetro hidrodindmico (DH)

O Pz e o DH foram analisados nos meios diluentes do NB
(em &gua UP, meio I1SO, meio M4 e em meio NaCL 2%), com
concentragdo de 1000 mg.Lt. As andlises foram realizadas no
LABTOX-UFSC, utilizando o equipamento NanoBrook 90pluspals
(Brook Haven Instruments), com o objetivo de verificar o tamanho
dos NB nos meios diluentes a estabilidade dos NB em
suspensao.

3.2.5 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

As andlises de MET (JEOL, JEM 1011 MET-100 kV) foram
realizadas no Laboratério Central de Microscopia Eletrdnica
(LCME) da UFSC, com o objetivo de verificar a morfologia dos
NB. Para esta andlise as suspensdes-testes de NB (1g.L™), nos
diferentes meios estudados, foram gotejadas sobre uma grade
de carbono-Cu (300 meshs) e armazenadas em um dessecador
a vacuo por 24 h para a secagem, conforme metodologia
recomendada pelo LCME.

3.3. TESTES DE TOXICIDADE COM Daphnia magna

3.3.1 Cultivo de Daphnia magna

Os organismos D. magna utilizados na realizagdo desta
pesquisa foram provenientes do cultivo do LABTOX-UFSC, que
opera de acordo com a nhorma NBR 12713 (ABNT, 2016).

As condigbes de cultivo dos organismos estdo
apresentadas na Tabela 7.

Semanalmente os neonatos foram submetidos ao teste de
sensibilidade dos organismos. Utilizou-se como substancia de
referéncia o dicromato de potassio (K2Cr.O7). O objetivo dos
testes de sensibilidade é verificar a sensibilidade dos organismos
a uma substéancia conhecida de modo a assegurar a qualificacao
do cultivo no padrdo internacional e garantir a validacdo dos
testes realizados. Para que o0s organismos estejam aptos a
serem utilizados nos testes de toxicidade, os valores de CE50(24n)
devem estar entre 0,6 e 1,7 mg.L!, conforme a NBR 12713
(ABNT, 2016). A Carta-Controle da sensibilidade dos lotes de D.
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magna utilizados na realizacdo dos testes desta pesquisa pode
ser verificada no Anexo 1.

Tabela 7. Condic¢des de cultivo recomendadas para D. magna.

Condicgéao de Cultivo Especificacéo
Recipiente de cultivo Becker 2000 mL
Agua reconstituida com pH 7,0 a
Meio de cultivo 8,0 e dureza entre 175 e 225 mg
CaCOa/L
Renovacgdo do meio de cultivo 3 vezes por semana
Temperatura 19+1°C
Fotoperiodo 16 horas luz; 8 horas escuro
Alimento Scenedesmus subspicatus
Alimentacao Diéria
Densidade populacional 40 mL/individuo
Sistema Semi-estético

Fonte: ABNT (2016).

3.3.2 Toxicidade aguda

Os testes de toxicidade aguda com D. magna seguiram a
metodologia descrita na norma NBR 12713 (ABNT, 2016). A
toxicidade dos NBZnO e NBZnO@AF foram avaliadas expondo
20 organismos neonatos (10 organismos por réplica) com idade
entre 2 a 26 horas, obtidos a partir de fémeas com idade entre 7
e 28 dias, a diferentes concentragbes de amostra, por um
periodo de 48 h de exposicdo. Os testes foram mantidos em
temperatura controlada de 19+1 °C, no escuro e sem
alimentagao.

Os testes contaram com controle negativo, onde o0s
organismos foram mantidos em M4, tendo como tolerancia
mortalidade inferior ou igual a 10% para que o teste seja
validado, conforme a norma utilizada. Sulfato de zinco
heptahidratado (ZnS04.7H>0) foi utilizado como controle positivo
dos testes. Para todas as amostras a concentragao inicial da
suspensdo-teste foi de 1000 mg.L'. Foram utilizadas as
concentracdes 1,3, 1,9, 2,6, 3,9 e 5,2 mg.L* para NBZnO e
NBZnO@AF e, 2,6, 7,8, 10,4, 15,6 e 41,6 mg.L* para ZnSO..

Os resultados foram expressos através da CE50wsh), ou
seja, concentracdo de amostra que causa efeito agudo
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(imobilidade) a 50% dos organismos expostos ap6s 48 h de
exposicdo. A CEb5Ousn foi calculada utilizando o método
estatistico ndo paramétrico Trimmed Sperman-Karber (TKS),
através do programa GW Basic.

3.3.3 Espécies reativas de oxigénio (EROs)

Os possiveis efeitos citototéxicos de NBZnO, NBZnO@AF
e ZnSO, foram analisados pela quantificacdo da geracdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs). O corante diacetato de
2'7'-diclorodihidrofluoresceina (H;DCFDA) foi utilizado para
determinar a producdo de EROs em D. magna.

Os testes foram realizados de acordo com Liu; Wang,
(2017) e Lu et al., (2017) com pequenas modificacdes.

Organismos com 5 dias de idade foram utilizados. Somente
0s organismos vivos foram utilizados para realizagdo do ensaio
de EROS. Apds 48 h de exposicdo ao NBZnO, NBZnO@AF e
ZnS04, 10 organismos foram coletados e depurados em agua
ultrapura durante 2 minutos. Os organismos foram expostos em
1 mL de H.DCFDA 10 mM e incubados durante 4 h.

Ap6s o periodo de incubacdo, os organismos foram
colocados em agua UP durante 30 segundos para remocao do
excesso de corante que pudesse estar aderido ao seu corpo.

Os organismos foram entdo acondicionados em 300 pL de
agua UP em tubos Eppendorff, macerados e centrifugados a
10000 RPM durante 5 minutos. O sobrenadante foi adicionado
em placas de 96 pocos para leitura da fluorescéncia.

A fluorescéncia foi determinada utlizando um leitor de
microplacas SpectraMax® Paradigm® (Molecular Device LCC,
Califérnia - EUA) com excitacdo a 485 nm e emissao gravada a
530 nm com uma largura de banda de 20 nm.

As concentragdes testadas foram escolhidas com base nos
resultados obtidos nos testes de toxicidade aguda (1,24, 1,87 e
2,81 mg.L! para NBzZnO, 0,98, 1,47 e 2,21 mg.L' para
NBZnO@AF e 2,44, 3,66 e 5,49 mg.L! para ZnSQ.), além do
controle. Os testes foram realizados em triplicata. Os resultados
foram analisados estatisticamente usando uma ANOVA com
teste Tukey e p < 0,05 foi aceito diferenca estatisticamente
significativa. A analise da fluorescéncia foi realizada no
Laboratério Multiusuarios de Estudos em Biologia (LAMEB) do
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departamento de Biologia da UFSC.
3.3.4 Toxicidade crbnica (F0)

Os testes de toxicidade cronica foram realizados segundo
a metodologia descrita pela norma ISO 10706 (1SO, 2000).
Foram utilizados organismos neonatos com 2 a 26 horas (obtidos
a partir de fémeas com idade entre 7 e 28 dias).

As concentracBes utilizadas nos testes cronico foram
definidas a partir das concentracdes que ndo causaram efeito
agudo, sendo 0, 0,12, 0,19, 0,29, 0,44, 0,65 e 0,98 mg.L? para
NBZnO e NBZnO@AF e 0, 0,29, 0,44, 0,65 e 0,98 mg.L? para
ZnS04. A concentracdo inicial da suspensdo-teste foi de 1000
mg.L.

Os organismos foram expostos as amostras por um
periodo de 21 dias. O meio diluente foi 0 M4 (meio de cultivo de
D. magna). Cada concentragéo testada contou com 10 réplicas,
onde individualmente 10 organismos neonatos foram colocados
em béqueres de 50 mL.

Os testes de toxicidade cronica com D. magna foram
mantidos em condi¢des analogas a do cultivo, sendo os
principais parametros, a temperatura de 19+1°C, o fotoperiodo
de 16 horas luz, 8 horas escuro, a alimentacdo com a microalga
S. subspicatus, e renovacdo do meio/solugdo-teste trés vezes
por semana (sistema semi-estatico). Durante o teste foi
acompanhado e registrado a sobrevivéncia e o nimero de jovens
gerados por fémea.

Ap6s 21 dias de exposicdo, foram analisados o0s
parametros, longevidade, reproducdo e crescimento. A
longevidade foi expressa pelo ndamero de organismos
sobreviventes apdés os 21 dias de teste. A reproducdo foi
avaliada através da contagem dos filhotes gerados por réplica no
periodo de duracdo do teste. O crescimento foi avaliado através
da variagcado do comprimento dos organismos em centimetros. Foi
considerado a distancia entre a base da cabeca até a o fim do
espinho apical. O comprimento foi aferido com o auxilio de uma
lupa de aumento de 40 vezes e uma lamina com escala
milimétrica de 1 cm.

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente
conforme recomendacéo da EPA 821-R-02-013 (EPA, 2002). Foi
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realizada ANOVA, empregando o teste de Dunnett, quando o
ndamero de réplicas entre 0s grupos experimentais (controle e
diluicbes) foram similares, e o teste Dunnett com ajuste de
Bonferroni, quando o nimero de réplicas ndo foi 0 mesmo para
todos os tratamentos, por meio do software Dunnett Program
versdo 1.5, considerando p < 0,05. A menor concentragdo em
que a diferenca significativa exceda este valor é considerada
como a concentracéo de efeito observado (CEO). Determinada a
CEO, foi originada a concentracdo de efeito ndo observado
(CENO) como sendo a concentracao inferior a CEO.

3.3.5 Teste cronico de recuperacdo de F1 e F12

A primeira (F1) e ultima (F12) prole de FO foram utilizadas
para avaliar se organismos nascidos de méaes expostas as
amostras apresentaram efeitos crénicos mesmo quando nao
expostas aos contaminantes.

Foram considerados como F1 o0s neonatos nascidos nos
dias 11 e 12 de teste (periodo de apice para reproducdo de D.
magna conforme o protocolo adotado) e para F12 foram
considerados os organismos nascidos no 20° e 21° dia de teste.

Neonatos nascidos de maes expostas as todas as
concentracfes testadas de NBZnO, NBZnO@AF e ZnSOs e
controle negativo foram mantidos apenas em M4 durante os 21
dias de teste, ndo havendo exposi¢cdo as amostras. Assim, este
teste foi chamado de “teste crénico de recuperagao”.

As condicBes de teste foram analogas as do teste crénico,
conforme especificado no item anterior. Ap6s os dias 21 de
teste, também foram analisados os parémetros longevidade,
reproducdo e crescimento, além de tempo para a primeira prole e
ndmero total de postura.

Os resultados obtidos foram analisados conforme
recomendacéo da EPA 821-R-02-013 (EPA, 2002). Foi realizada
ANOVA, empregando o teste de Dunnett, quando o nimero de
réplicas entre os grupos experimentais (controle e diluicdes) foi
similar, e o teste Dunnett com ajuste de Bonferroni, quando o
numero de réplicas ndo foi o mesmo para todos os tratamentos,
por meio do software Dunnett Program verséo 1.5, considerando
p <0,05.

Paralelamente ao inicio dos testes crbnico de recuperacéo,
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foram realizados testes de sensibilidade dos filhotes de F1 e F12
utilizados para iniciar os ensaios. Foi utilizado com substancia de
referéncia o K2Cr,07.

3.4 AVALIACAO MICROSCOPICA DE Daphnia magna

Anadlises por microscopia de luz, MET e MEV foram
realizadas com o objetivo de verificar possiveis alteracdes
morfologicas causadas pela interagdo dos NB com a D. magna.
Para ambos o0s organismos-teste, as analises microscoépicas
foram realizadas nos valores de CEsg de NBZnO, NBZnO@AF e
ZnSOs e controle negativo. Os procedimentos para
emblocamento das amostras foram realizados no Laboratério de
Biologia Celular (LABCEV) do Departamento de Biologia da
UFSC.

Foi realizada primeiramente a microscopia de luz, pois esta
técnica demonstra uma andlise previa da interagdo dos NB com
as D. magna. Desta maneira, foi possivel ter uma viséo geral dos
6rgéos e tecidos dos organismos, facilitando o reconhecimento e
a compreensdo daquilo que seria visualizado pela microscopia
eletrdnica, uma técnica mais especifica.

3.4.1 Procedimentos para microscopia de luz

O emblocamento do organismo-teste D. magna foi
realizado conforme Ouriques; Schmidt; Bouzon, (2011).

As amostras biolégicas foram previamente fixadas em
solucédo de paraformaldeido 2,5% em tampao fosfato 0,2 M, pH
7,2 por 4 horas, a 4 °C. Ap6s a fixacdo, as amostras foram
lavadas com tampao fosfato por 10 minutos a cada troca, por 3
vezes.

Posteriormente, as amostras foram desidratadas em um
gradiente crescente de etanol de 30% a 100%, sendo trocadas a
cada 10 minutos, exceto o etanol 100%, que foi trocado duas
vezes. As amostras foram entéo pré-infiltradas com uma solucéo
1:1 de etanol 100% e historesina, por 24 horas e logo apds,
foram infiltradas em historesina pura, também por 24 horas. A
inclusdo das amostras foi realizada em moldes poliméricos
aonde um polimerizador foi adicionado a historesina. As
amostras foram mantidas a 70 °C em estufa a vacuo por 24
horas.
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Os blocos de amostras foram cortados em um micrétomo
manual (LEICA RM 2135) com navalha de tungsténio a uma
espessura de 5 ym. Os cortes foram colocados em laminas de
vidro e, apds estarem secos, foram corados com azul de toluidina
(AT-O) 0,5 %. Para a colocacdo da laminula sobre as amostras,
estas foram previamente imersas em balsamo do Canada.

A observacao dos cortes foi realizada com auxilio de um
microscopio de luz (LEICA MD 500) com sistema de captura de
imagem com camera digital (Opticam® LOPT14003 14.0 Mega
Pixels, Opticam® Microscopy Technology, software OPTHD) do
LABCEV-UFSC.

3.4.2 Procedimentos para Microscopia Eletronica de
Transmisséo (MET)

Para a andlise por MET (JEM-1011 MET-100KV), as
amostras dos controles e tratamentos de D. magna foram fixadas
em uma solucdo de glutaraldeido 4%, gluteraldeido 2,5%,
tamponadas com cacodilato (CaCo) 0,1 M (pH 7,2).

As amostras foram lavadas em solu¢do de CaCO 0,1M por
10 minutos a cada troca, por 3 vezes. Estas foram entdo poés
fixadas com solugdo 1:1 de tetréxido de ésmio e CaCO 0,2M (pH
7.2) e entdo novamente lavadas em solugdo CaCO 0,1 M por 10
minutos a cada troca, por 3 vezes. Apés a lavagem, as amostras
foram desidratadas em uma série de concentracdes crescentes
de acetona (30% até 100%). Posterior a desidratacao, o material
foi infiltrado em uma solugdo sequencial crescente de acetona
100% e resina Spurr. A inclusdo das amostras foi realizada em
moldes poliméricos com 100% de resina Spurr e foram mantidos
em estufa a 70 °C por 24 h.

As secdes ultrafinas foram realizadas com o auxilio de um
ultramicroton (LEICA EM-UCY7) e contrastadas com acetato de
uranila e citrato de chumbo.

3.4.3 Procedimentos para Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV)

O procedimento para o preparo de D. magna para
observacdo no MEV (JEM-1101 MEV-80kV) foram idénticos ao
utilizado para MET, com excecdo de que as amostras foram
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desidratadas em uma série crescente de etanol (de 30% a 70%)
e secas sob ponto critico (LEICA EM-DCP-030). As imagens de
MEV e MET foram realizadas no LCME-UFSC.

3.5 TESTES DE TOXICIDADE COM Aliivibrio fischeri

Os testes de toxicidade com a bactéria marinha
bioluminescente A. fischeri foram realizados conforme a norma
NBR 15411 - parte 3, para testes de toxicidade utilizando
bactérias liofilizadas (ABNT, 2012). Esta metodologia foi
desenvolvida para a utlizagdo no equipamento denominado
Microtox®500. Para a realizacdo dos testes foram utilizadas
bactérias dos lotes 14K142F1 e 13F4067F10, provenientes da
SDI®, denominado Microtox Acute Reagent®.

A temperatura do teste era controlada pelo equipamento,
mantendo as diluicdes testadas em 15+1°C e o0 reagente
bacteriano em 3 °C. A medicdo da intensidade luminosa emitida
pelas bactérias é realizada no tempo zero antes da bactéria
entrar em contato com a amostra e 15 minutos apds o contato da
bactéria com a amostra. As diluicbes utilizadas foram 80%, 50%,
33,33%, 25%, 16,67%, 12,50%, 8,33% e 6,25%.

Os parametros pH, oxigénio dissolvido e salinidade da
amostra foram medidos antes do inicio dos testes para verificar
se estdo de acordo com o proposto pela NBR 15411 (ABNT,
2012).

A validacao dos testes foi realizada por meio da realizacdo
prévia do teste sensibilidade com o lote de bactérias que foram
utilizadas. Foi utilizada como substancia de referéncia o
ZnS04.7H,O com concentracdo de 100 mg.Lt. Para ser
considerado valido a CE50(smin) para 0 ZnSO4 deve apresentar
valores entre 3 e 10 mg.L?

Os resultados dos testes foram determinados a partir da
CE50(sminy (valores correspondentes a concentragdo efetiva que
causa inibicdo de 50% da luminescéncia das bactérias) sendo os
célculos realizados pelo software do préprio equipamento
(Microtox Omni 4.0).
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3.6 CITOTOXICIDADE COM N2A

3.6.1 Cultura Celular

Para os testes in vitro com NBZnO, NBZnO@AF e ZnSO4
foram utilizadas células N2A provenientes da American Type
Culture (ATCC® CCL-131™), sendo uma doagdo do
Departamento de Biologia Molecular da Universidade Federal do
Parand e cultivadas no LABTOX-UFSC.

As células foram cultivadas em meio RPMI 1640
suplementado com 5% de soro de feto bovino (SBF), 2% de L-
glutamina (200 mM), 1% de penicilina (50 pg.mL?) e
estreptomicina (50 pg.mL?') e mantidas em incubadora a
temperatura de 37 °C e atmosfera com 5% de CO, (MATIAS;
CREPPY, 1998; MELEGARI, 2010).

Os reagentes utilizados no cultivo celular foram todos
provenientes da Sigma-Aldrich.

Todos os procedimentos para manutencdo das culturas
foram realizados em condi¢cBes de esterilidade em camara de
fluxo laminar classe Il, tipo Al, com lampada UV (VECO, Séo
Paulo, BRA).

3.6.2 Teste de atividade mitocondrial (MTT)

Os testes de MTT foram realizados seguindo a
metodologia proposta por Perreault et al., (2011) com algumas
modificages.

A viabilidade celular das células N2A foi avaliada através
da atividade mitocondrial pelo ensaio com o [brometo de 3-(4,5-
dimetil-tiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazélio] (MTT, Sigma-Aldrich), onde
as células reduzem o MTT a cristais de formazan. Esta reducéo é
proporcional a atividade mitocondrial e consequentemente a
toxicidade.

Uma suspensdo com concentracdo inicial de 1x10°
células.mL? foi incubada em microplacas de 96 pocos por 24
horas com o meio de cultura suplementado nas mesmas
condi¢des do cultivo (37 °C e 5% de COy,).

Apbs esse periodo, as células foram expostas ao NBZnO,
NBZnO@AF e ZnSO4, nas concentracdes 3,5, 6,25, 12,5, 25, 50
e 100 mg.L* diluidos em meio de cultura suplementado por um
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periodo de 24 horas a 37 °C e 5% de CO,. Os testes foram
realizados em triplicata e contou com grupo controle negativo.

Apb6s o tempo de exposicdo, 0 meio contaminado foi
retirado e foram adicionados 200 uL de solugao MTT/RPMI 0,5
mg.mL* preparada imediatamente antes do uso. As placas foram
recobertas com papel aluminio para protecdo contra incidéncia
de luz e foram incubadas por 2 horas nas mesmas condicfes do
cultivo.

Posteriormente, a solugao foi removida e 200 yL de DMSO
foram adicionados. As microplacas foram novamente envolvidas
em papel aluminio e colocadas em uma mesa de agitacao por 20
minutos. Em seguida, foi realizada a leitura da absorbancia em
uma leitora automatica de microplacas (BIOTECK ELX-800) no
comprimento de onda de 560 nm.

Os valores de absorbancia das amostras foram
normalizados e os valores seréo expressos em porcentagem de
viabilidade celular através da Equacéo (4):

4

Oamostra - DOmax % 100

D
%) =
VeOR) = =50, 0 — DOmn

Onde, DO,,,, € a absorbancia do controle negativo; DO,,;,é a
absorbancia do controle positivo € DO,.strq € @ absorbancia da
amostra.

Os valores de CE50¢4n) foram calculados estatisticamente
utilizando o programa GraphPad Prism 6.0.

3.6.3 Espécies reativas de oxigénio (EROs)

Os testes foram realizados de acordo com Liu; Wang,
(2017) e Lu et al., (2017) com pequenas modificacoes.

Uma suspensdo com concentracdo inicial de 1x10°
células.mL? foi incubada em microplacas de 96 pogos por 24
horas com o meio de cultura suplementado e mantida em
incubadora a 37 °C e atmosfera com 5% de CO,.

Ap6s o periodo de incubagéo, as células expostas por 24 h
ao valor de CE50 de NBZnO (32, 3,2 e 0,32 mg.L '), NBZnO@AF
(13, 1,3 e 0,13 mg.L!) e ZnSO4 (15, 1,5 e 0,15 mg.L?), além do
controle negativo.

Apo6s o periodo de exposi¢cdo, o meio foi removido e as
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células foram lavadas com PBS, para entdo serem suspendidas
em 300 pL do corante H.DCFDA 10 mM e incubadas durante 4h.

As células foram entdo lavadas novamente com PBS e
suspensas em 200 uL de PBS para leitura da fluorescéncia. A
fluorescéncia foi determinada utilizando um leitor de microplacas
SpectraMax® Paradigm® (Molecular Device LCC, Califérnia -
EUA) com excitac@o a 485 nm e emisséo gravada a 530 nm com
uma largura de banda de 20 nm.

Os testes foram realizados em triplicata. Os resultados
foram analisados estatisticamente usando uma ANOVA com
teste Tukey e p < 0,05 foi aceito diferenga estatisticamente
significativa. A analise da fluorescéncia foi realizada no
Laboratério Multiusuarios de Estudos em Biologia (LAMEB) do
departamento de Biologia da UFSC.

3.6.4 Lipoperoxidagdo (MDA)

Os testes de quantificagdo do MDA foram realizados
conforme Matias; Creppy, (1998) e Melegari et al., (2012).

As células foram incubadas com meio de cultura
suplementado em microplacas de seis pogcos por 24h nas
mesmas condi¢des do cultivo (37°C e 5% de COy).

Apos esse periodo, o meio foi removido e as células foram
expostas ao meio RPMI suplementado contaminado com
NBZNO, NBZnO@AF e ZnSO.. As concentragbes utilizadas
foram determinadas a partir dos resultados de CE5024n), Sendo
32, 3,2 e 0,32 mg.L* para NBzZnO, 13, 1,3 e 0,13 mg.L*! para
NBZnO@AF e 15, 1,5 e 0,15 mg.L? para ZnSO, e controle
negativo.

Apb6s 24 h de incubacéo, as células foram recuperadas no
meio para a dosagem do MDA. A suspensado celular foi
centrifugada durante 5 minutos a 800g e 4 °C para retirada das
células mortas. O meio sobrenadante foi eliminado, e as células
foram suspendidas em 250 pL de tampado SET (NaCl 0,1M;
EDTA 20mM; Tris-HCI 50mM, pH 8) e agitadas vigorosamente.

Uma aliquota de 25uL da suspensao celular de todas as
amostras e réplicas foi separada para dosagem de proteinas pelo
método Bradford (BRADFORD, 1976).

Em 25 uL das amostras foram adicionados 975 uL do
reativo Biorad® (Bio-Rad) diluido em agua UP 1:4 (v/v). Ap0s
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homogeneizacdo, a absorbancia foi medida a 595 nm em um
espectrofotbmetro de absorcdo molecular (UV-Vis, modelo
Spectro 3000W, Marte Cientifica). A curva de calibracao foi
construida com solucdo-padrdo de albumina bovina (BSA)
(Sigma-Aldrich).

Ao restante foram adicionados 25 uL de DSS 7%, 300 pL
de HCI 0,1 N, 40 pL de acido fosfotunguistico 1% e 300 uL de
acido tiobarbittrico (TBA) 0,67%. Os tubos foram agitados em
vortex, mantidos no escuro a 90°C durante 1 hora. Apds este
periodo, os tubos foram resfriados com banho de gelo durante 10
minutos ao abrigo de luz.

O complexo TBA-MDA formado foi extraido adicionando-se
600 pL de n-butanol. Apés centrifugacdo por 10 minutos a 5000 g
e temperatura 4°C, a fase butandlica contendo o complexo TBA-
MDA foi retirada e o MDA foi quantificado por HPLC (1220 Infinity
Il LC, Agilent Technologies) (Coluna C-18, SB-Fenil de 5 um de
porosidade com injecdo automatica de 40 pL). A fase movel
isocratica ulitilzada foi uma mistura de metanol:agua (4:6 v/v), pH
8,3, ajustado com KOH 0,5 M a um fluxo de 0,5 mL.min"L.

Os resultados obtidos foram expressos em quantidade de
MDA por mg de proteina. Os dados das curvas de calibragédo do
MDA e da proteina podem ser verificados no Apéndice Al e A2.

3.7 QUANTIFICAGAO IONICA NOS MEIOS-TESTE

A determinacédo da fracdo total de ions Zn disponiveis em
meio ISO, M4, NaCl 2% e meio RPMI foi realizada por
Espectrometria de Absorcdo com Chama (FAAS) (Varian
SpectrAA 50B, Mulgrave Virginia, Australia) no Laboratério
Integrado de Meio Ambiente (LIMA) do Departamento e
Engenharia Sanitaria e Ambiental da UFSC.

Aliquotas de 50 mL de solu¢Bes de amostra nos meios
ISO, NaCl 2% e RPMI foram retiradas e acidificadas com HNO3
(pH = 2). As amostras analisadas foram correspondentes aos
valores de CE50 nos respectivos meios para tempos inicial e final
dos testes.

3.8 PREPARO DAS MEMBRANAS

As membranas poliméricas preparadas e avaliadas nesta



78

tese foram preparadas na Rice University, no Physico-Chemical
Treatment Process Lab (Civil and Engineering Department),
durante o periodo de estagio doutoral, periodo sanduiche, e no
LABTOX-UFSC. Todos os reagentes utilizados possuiam grau de
pureza analitica de no minimo 98% e foram utilizados sem
nenhum tratamento prévio. A Tabela 8 apresenta os reagentes
utilizados no preparo das membranas. A agua UP utilizada foi
gerada por um sistema de purificacdo de agua Mili-Q Advantage
A10 (Milipore, EUA) e a 4gua de osmose (OR) foi gerada por um
sistema de purificacdo Permution (RO0420).

Tabela 8. Reagentes utilizados no preparo das membranas.

Reagente Teor Sigla Formulalinear  Marca
. Sigma-
0,
Cloreto trimesol 98% T™MC CsH3(COCl)s Aldrich
m - 0 1 a Sigma-
fenilenodiamina 99% MPD CoHa-1,3-(NH2) Aldrich
[CeHs-4-
Peso .
Polisulfona molecular PSF C(CHs)2CeHa-4-  Sigma-
~35000 OCeHs-4- Aldrich
S02CsH4-4-O]n
Fischer
- 0, -
n-Hexano 99% CeH14 Chemical
Nanobastdes
de zinco e
o NBZnO
Nanobgstoes NBZNnO@AF LABTOX
de zinco

funcionalizados

3.8.1 Preparo da membrana suporte de PSF

As membranas de PSF foram preparadas a partir de
solugbes com 20% (m/v) do polimero em NMP, através do
método de inversdo de fases.

Foram adicionadas 1 g de polimero em 5 mL de NMP,
deixado sob agitacao constante e temperatura de 50 °C por um
periodo de 24 horas. A solucao foi vertida sobre uma placa de
vidro e espalhada com auxilio um doctor-blade de aco inox
equipado com escala micrométrica.

Imediatamente apds o espalhamento da solucéo, a placa
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de vidro com a solucéo foi imersa no banho de inversédo de fases
utiizando agua OR, em temperatura ambiente, como nao-
solvente para a formacdo da membrana. Apés a membrana
soltar completamente da placa, elas foram transferidas para novo
banha de 4gua OR durante 10 minutos.

Apoés este periodo, as membranas foram retiradas da agua
e colocadas entre papel absorvente. A membranas foram secas
em temperatura ambiente. Essas membranas foram utilizadas
como suporte para o preparo do filme fino de PA contendo
NBZnO@AF, resultando em uma membrana polimérica de filme
fino.

3.8.2 Polimerizagédo do filme fino de PA sobre a membrana
suporte

O filme fino de PA sobre o suporte de PSF foi preparado
pelo método de polimerizacdo interfacial in situ, conforme
metodologia descrita por Kim et al., (2000) com algumas
modificacdes.

As membranas suportes foram expostas a uma solucdo
aquosa contendo 2% (v/v) de MPD durante 5 minutos. O excesso
de reagente foi removido auxilio de papel absorvente seguido por
jatos de Nz comprimido. O suporte foi entdo exposto, a uma
solucdo organica (hexano) contendo 1% (m/iv) de TMC
(previamente sonicado durante 20 minutos em poténcia de 200
W) por 2 minutos. Apds este periodo, a membrana foi lavada com
hexano puro e deixada para secar a temperatura ambiente,
resultando assim em membranas nanocompadsitas de filme fino.

As membranas controle (MC) foram preparadas sem a
presenca de NM. Para as membranas com a presenca de NM, o
NBZnO@AF foi incorporado na solugdo aquosa, que foi sonicada
a 200 W por 10 minutos, nas concentracdes 0,25%, 0,5% e 1%
de NBZnO@AF em relacdo a massa de PSF utilizada para
preparar a membrana suporte.

Essas membranas foram denominadas MF025, MF050 e
MF1, respectivamente.

Para a composicdo das membranas, foram utilizados
apenas os NBZnO@AF. Esta escolha se deu pelo fato das
caracteristicas do NM. Sabe-se que NP que sdo comumente
hidrofilicas, devem ser modificadas superficialmente para torna-
las mais compativeis com a fase orgéanica (LAU et al., 2015).
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Assim, a funcionalizacdo de NM com grupos amina, pode
melhorar a interacdo PA-NM  (AMINI;  JAHANSHAHI;
RAHIMPOUR, 2013; LAU et al.,, 2015), além aumentar sua
hidrofilicidade (VICENTINI et al., 2017).

Ou seja, foi escolhido o NM funcionalizado pois este auxilia
nas propriedades estruturais da membrana bem como no seu
desempenho na filtracdo, uma vez que o0 uso de materiais
hidrofilicos na composicdo da membrana, podem melhorar a
permeabilidade hidraulica, aumentar o fluxo permeado e auxiliar
na reducdo ao fouling, sendo estes os resultados desejados.

3.9 CARACTERIZAGAO DAS MEMBRANAS

As caracterizagcbes das membranas desenvolvidas foram
realizadas nas dependéncias dos laboratérios da Rice University.

3.9.1 Espessura

A espessura das membranas foi aferida utilizando um
micrdmetro com precisdo de 0,001 mm (DIGIMESS 110.260).

3.9.2 Microscopia eletrbnica de varredura com fonte de
emissao de campo (MEV-FEG)

As andlises de MEV-FEG foram realizadas utilizando o
equipamento FEI QUANTA 400F acoplado com EDX, com o
objetivo de verificar a superficie e a fratura das membranas e sua
composi¢cdo elementar. As amostras de membranas foram
congeladas e quebradas em nitrogénio liquido. Pequenos
pedacos de membranas foram fixados na parte superior e lateral
de stubs de aluminio com auxilio de fita adesiva dupla face.

3.9.3 Angulo de contato (AC)

A hidrofilicidade das membranas foi determinada pela
técnica de angulo de contato, método da gota séssil. As
amostras de membrana foram fixadas em laminas de vidro com
auxilio de fita adesiva dupla face. As laminas foram colocadas na
base do equipamento (KRUSS DSA 100) e uma gota de agua
OR de 0,1 mL foi colocada sobre a superficie das amostras com
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auxilio de uma seringa acoplada ao equipamento. As medidas
foram efetuadas em trés pontos distintos de cada amostra e
realizadas em temperatura ambiente. O angulo foi calculado pelo
software do proprio equipamento (Advanced Drop Shep
Software).

3.9.4 Espectrometria de infravermelho por transformada de
Fourrier (FTIR)

Com objetivo de identificar os grupos funcionais presentes
nas membranas, as analises de FTIR foram realizados utilizando
0 equipamento NICOLET IS50-FTIR. A faixa de comprimento de
onda utilizada foi de 400 a 4000 cm', com uma resolucdo de 4
cml,

3.10 AVALIACAO DO PROCESSO DE FILTRACAO

Previamente ao processo de filtracdo, as membranas
foram imersas em etanol durante 60 minutos e entdo em agua
OR durante 24 h. Para as filtracdes, em escala de bancada, foi
utilizado uma célula de filtragdo de aco inox do tipo dead-end. O
diagrama esquematico do processo do aparato experimental
utilizado pode ser visualizado na Figura 7.

Figura 7. Diagrama esquemético do aparato experimental utilizado no
processo de filtragéo.
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As filtracbes com a solugdo de alimentacdo tiveram
duracdo de 60 minutos, avaliadas nas pressdes 4, 6 e 8 bar em
temperatura ambiente. N, gasoso foi utilizado como for¢a motriz.
Como solucdo de alimentacdo, foram utilizados os sais NaCl e
MgCl,, ambas as solucdes com concentracéo de 2000 mg.L2. Os
experimentos foram realizados em duplicata, em temperatura
ambiente e pH neutro.

3.10.1 Compactacao

A compactacdo prévia da membrana foi realizada com
agua OR a um gradiente de pressao de 10, 8, 6, 4 e 2 bar, até
atingir fluxo constante. A etapa de compactacdo é necessaria
pois durante o processo de filtracdo, devido a pressdo aplicada,
pode ocorrer o adensamento da estrutura dos poros da
membrana, resultando no declinio de fluxo, o que poderia ser
atribuido erroneamente a polarizagdo por concentragdo e ao
fouling, causando discrepancia dos resultados.

3.10.2 Permeabilidade hidraulica (Py)

A P, ((L.h.m?)/bar) das membranas foi determinada apés o
procedimento de compactacdo. A permeabilidade é dada pelo
coeficiente angular obtido no ajuste linear dos valores de fluxo de
permeado versus a variacdo da pressao, conforme a Equagéao 5:

(5)
P = Ju/AP

Onde J,, € o fluxo de agua pura (L/h.m?) e AP é a presséo (bar).

3.10.3 Fluxo do permeado

O fluxo permeado (J) representa a vazdo do permeado por
unidade de éarea, podendo ser volumétrica, massica ou molar.
Foram calculados os fluxos pela coleta de permeado com auxilio
de um béquer de 50 mL por um determinado tempo (1 minuto)
em intervalos de 5 minutos. O béquer foi pesado antes e depois
da coleta do permeado em balanga analitica (SHIMADZU
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AUY220) (método por unidade de massa). O fluxo de permeado
foi calculado com a Equacéo 6:
(6)

Aonde V é o volume permeado obtido no tempo t e Aé a area da
membrana.

3.10.4 Eficiéncia de retencao

O coeficiente de retencdo (R) representa a seletividade da
membrana em funcdo da retengcdo dos componentes das
solugBes. O coeficiente de retencgéo foi calculado pela Equacéo

7.
(7)
R (%) =(1- C,/Cq) x 100

Onde Cp € a concentracdo do permeado e Ca é a concentracao
da solugéo de alimentagéo.

A eficiéncia quanto a remocao dos sais foi verificada por
meio de medidas de condutividade elétrica (mS.cm™), com
auxilio de um condutivimetro (Thermo Electron Corporation,
ORION 4STAR).

3.10.5 Liberacao de ions da membrana

Com o objetivo de verificar se ocorreu a liberacdo de ions
Zn das membranas MF025, MF050 e MF1, amostras de
membranas de 10 x 10 cm? foram adicionadas em 1000 mL de
agua UP e agitadas em equipamento lixiviador (Figura 8) durante
72h a 35 RPM (ABNT, 2004).

Aliquotas foram retiradas nos tempos 0, 12, 24,48 e 72 h e
acidificadas com HNOs puro até obter-se pH < 2 e analisadas por
Espectrometria de Emissdo Otica com Plasma Indutivamente
Acoplado (ICP-OES) (Perkin Elmer Optima 7000). As analises de
ICP-OES foram realizadas no Centro de Estudos do Mar (CEM)
da Universidade Federal do Parana (UFPR).
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Figura 8. Representacado esquematica do sistema de lixiviagao.
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3.10.6 Teste de toxicidade com a agua de lixiviagdo das
membranas

Concomitantemente ao teste de liberagcdo de ions, foi
realizado o teste de toxicidade aguda com a agua de lixiviagéo
das membranas utilizando o organismo D. magna, de acordo
com a NBR 12713 (ABNT, 2016).

Aliguotas de 150 mL de agua foram retiradas nos tempos
0, 12, 24, 48 e 72 h para realizacdo de testes de toxicidade
aguda. Os testes realizados contaram com os fatores de diluicao
da amostra de 0, 2, 4 e 8, sendo realizados em duplicata.

Posteriormente a avaliagdo dos resultados obtidos para o
lixiviado em agua UP, optou-se por realizar a lixiviacdo das
membranas em meio ISO, para reavaliar a toxicidade no fator de
diluichdo 0. Amostras de membranas de 10x 10 cm? foram
adicionadas em 1000 mL de meio ISO e agitadas em
equipamento lixiviador durante 72h a 35 RPM (ABNT, 2004).
Aliquotas de 150 mL de agua de lixiviacdo foram retiradas nos
tempos 0, 12, 24, 48 e 72h para realizacdo de testes de
toxicidade aguda. Realizou-se os testes em duplicata.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CARACTERIZACAO DOS NANOBASTOES
4.1.1 Difracao de raios-X (DRX)

As analises de DRX (Figura 9) confirmaram que ambos NB
utilizados apresentaram fase cristalina pura. Os picos de difracao
em 20 para NB ZnO de 31,93°; 34,58°; 36,42° 47,67°; 56,82
63,03% 66,56° 68,17° 69,32°; 72,72° e 77,12° podem ser
atribuidos aos planos cristalinos (100), (002), (101), (102), (110),
(103), (200), (112), (201), (004) e (202), respectivamente, sendo
atribuidos a forma cristalina hexagonal (wurtzite) (JCPDS N° 36-
1451).

Os NBZnO@AF também apresentaram forma hexagonal
(wurtzite) com picos de difragcdo em 26 de 31,93°; 34,63°; 36,48,
47,67°; 56,82° 63,03° 66,67° 68,12° 69,22°, 72,72° e 77,07°
também atribuidos aos planos cristalinos (100), (002), (101),
(102), (110), (103), (200), (112), (201), (004) e (202,
respectivamente, conforme o banco de dados internacional
(JCPDS N° 36-1451). Desta maneira, observa-se que a
funcionalizagdo do NB ndo alterou a estrutura cristalina dos NB.

O diametro médio do cristalito de ambos os NB, calculado
utilizando a relacéo de Scherer (Equacao 3, p. 61), foi de 33 nm.

Figura 9. Difratogramas de raios-X de (a) NBZnO e (b) NBZnO@AF.
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4.1.2 Espectrometria de infravermelho por transformada de
Fourrier (FTIR)

A funcionalizacdo dos NB foi confirmada pela analise de
FTIR (Figura 10).

O espectro de NBZnO@AF exibiu bandas caracteristicas
do agente funcionalizante AEAEATPMS e do NBZnO.

As principais bandas de absor¢cdo que caracterizam a
funcionalizacdo aparecem no nimero de onda de 2927 cm™ e
2878 cm' e estdo atribuidas aos estiramentos vibracionais
assimétricos e simétricos do C-H alifatico, o aparecimento do
grupo funcional metileno no NBZnO@AF é um forte indicativo de
que a molécula funcionalizante esta ancorada na superficie da
estrutura do NB ZnO, visto que 0 ZnO ndo possui carbono em
sua estrutura.

As bandas presentes no nimero de onda 1641 cm™ e 1570
cm?, bandas atribuidas as vibragdes das deformagdes angulares
simétricas no plano de N-H de amina primaria indicando que a
funcionalizacdo do NM ocorre pelo lado da molécula silano e nao
pelo lado amina. O ombro na regido de sobreposicdo de 1538
cm? corresponde a vibracdo axial de C-N de amina secundaria e
as bandas em 1474 e 1407 cm™ sdo correspondentes as
vibragbes da deformacgdo angular simétrica C-H (YANG; LIU,
2011).

Figura 10. Espectros de FTIR do agente funcionalizante AEAEATPMS,
do NBZnO e do NBZnO@AF.
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4.1.3 Microscopia eletrébnica de transmissao (MET)

A caracterizacdo morfoldgica dos NB por MET em todos o0s
meios estudados pode ser verificada na Figura 11.

Figura 11. Imagens de MET de NBZnO (a esquerda) e NBZnO@AF (a
direita) em todos os meios estudados.
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As imagens de TEM confirmaram que os NBZnO e os
NBZnO@AF estdo em nanoescala e apresentam forma
caracteristica de bastao em sua maioria (Figura 10, Tabela 9).

Os didmetros médios obtidos foram de 25 nm para NBZnO
e 32 nm NBZnO@AF e comprimentos variando entre 40 e 200
nm. Valores similares de diametro e comprimento foram
observados por Rajabi et al., (2015) que sintetizaram NB ZnO em
seus estudos e obtiveram NM com didmetro médio igual a 32 nm
e comprimento médio de 200 nm.

As imagens de MET também permitiram visualizar um leve
aumento no didmetro de NBZnO@AF. Este aumento pode estar
relacionado a funcionalizacdo do NB. Comparando os NB
dispersos em agua UP e dispersos no meio ISO, M4, NaCl 2% e
RPMI, observou-se a dispersdo mais homogénea dos NB em
agua UP do que nos respectivos meios, havendo a formacgéo de
aglomerados micrométricos devido ao aumento da forca ibnica
do meio M4 e NaCl 2% e a presenca de aminoacidos, vitaminas
e fosfatos no meio RPMI.

4.1.4 Area superficial (AS)

A AS de NBZnO foi de 13,98 + 3,53 m?/g e de 20,06 + 2,46
m2/g para NBZnO@AF (Tabela 9). Pode-se verificar que houve o
aumento da area superficial dos NB apés a funcionalizagdo do
material. Este aumento pode estar associado a funcionalizagédo
do NB, devido a uma alteracdo morfoldgica, aumentando sua
porosidade.

Este aumento na area superficial de NP ZnO também foi
observado por Chia; Leong, (2016) onde, na presenca de
revestimento de silica, o tamanho NP ZnO aumentou 2,4 vezes
em comparacdo com 0 ZnO NP sem o revestimento. Os autores
associaram o aumento ao revestimento de silica que seria capaz
de revestir a NP e agrega-la em aglomerados ao invés de formar
um revestimento individual especifico. Nas imagens de MET
(Figura 10) obtidas nessa pesquisa ndo foi possivel observar
mudancas superficiais visiveis no NBZnO@AF.

Resultados de AS similares aos obtidos nesta pesquisa
foram observados por Mwaanga; Carraway; Van den Hurk,
(2014), os autores verificaram que NP ZnO comercial com
tamanho inferior a 100 nm possuem valor de area superficial
igual a 19,1 m?/g, e por Zeininger et al., (2015) que sintetizaram
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NP ZnO em seus estudos e obtiveram valor de area superficial
igual a 19,71 m?/g.

Tabela 9. Resumo das caracteristicas fisico-quimicas de NBZnO e
NBZnO@AF. Resultados expressos pela média + desvio padréo (DP).

% NM no Area
Amostra  formato de  superficial  Meio pHDP DHzDP (nm) Pz+DP (mV)
bastdo £ DP  (m%g) + DP

UPH,O 7,27+0,12 267,87 +3,01 27,04+252
ISO 7,39+0,21 351,78+1,15 13,59+1,98
NBZnO  51,42+11,85 13,98+ 3,53 M4 7,30+0,30 419,61 +9,58 8,46 0,93
NaCl2% 7,58+0,19 1017,15+16,04 -10,68+1,98
RPMI 7,39+0,02 350,45+0,65 -13,33+1,34

UPH,0 7,43+0,03 244,49+ 1,47 29,55+ 2,86
ISO 747+0,25 3144,74+844 20,80+279
NBZnO@AF 69,26 + 13,57 20,06 2,46 M4 752+0,17 943,85+8,73 21,04+2,97
NaCl2% 7,86+0,03 2873,42+14,58 -10,11+3,16
RPMI 7,54 +0,07 380,13+7,47 -11,83+3,63

4.1.5 Potencial zeta (Pz) e Diametro hidrodinamico (DH)

De modo geral, ambos 0os NB possuem maior estabilidade
na adgua UP, 27,04 £ 2,52 mV e 29,55 + 2,86 mV para NBZnO e
NBZnO@AF respectivamente e tendem a perder estabilidade em
contato com os diferentes meios estudados (Tabela 9). De
acordo com Malvern, (2004) as particulas sédo consideradas
estaveis quando apresentam Pz préximos a +/- 30 mV.

NBZnO@AF demonstrou ser mais estavel em todos os
meios estudados do que NBZnO, exceto quando os NB foram
dispersos em meio NaCl 2% Ja o DH aumentou para ambos os
NB conforme o aumento da forca ibnica do meio em que foram
dispersos. O valor de pH dos NB diluidos em agua UP aumentou.
Este comportamento pode ser atribuido a amino-funcionalizacédo
na superficie do NM que promove uma maior interacdo entre as
superficies NM e o meio (VICENTINI et al., 2017).

Foi observada a mudanca da carga de Pz para uma carga
negativa quando ambos os NB séo dissolvidos no meio de NaCl
2% e RPMI. A mesma caracteristica foi observada por Seo et al.,
(2014) que verificaram a alteragdo da carga de Pz de NP ZnO de
+1,7 + 0,03 em agua moderadamente dura para -8,1 + 0,02 em
meios de &gua dura, associando essa mudanga a aumento da
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forca ibnica do meio. Para o0 meio RPMI, a mudanca de carga foi
observada por Hsiao; Huang, (2013) apds a exposi¢cdo das NP
ao meio DMEM suplementado com 5% de SFB, chegando
préximo ao ponto zero (de 22 mV para -10 mV), valores similares
aos obtidos nesta pesquisa.

Zhang et al., (2008), estudaram NP o6xidos metdlicos e
concluiram que a mudanca de carga ocorre devido aos grupos
anibnicos funcionais com carga negativa, que podem adsorver na
superficie da NP e fornecer carga negativa para a particulas,
independentemente de as particulas terem, originalmente,
superficies de carga positivas ou negativas.

Han et al., (2014) e Bian et al., (2011) também observaram
reducdo do Pz com o aumento da forca idnica. Bian et al., (2011)
aplicaram a teoria de Derjaguin, Landau, Vervey e Overbeek
(DLVO) aos resultados obtidos e observaram que a energia
elétrica repelente de dupla camada (EDL) de NP ZnO diminuiu
com a concentragdo crescente de NaCl resultando em uma forca
de interac&o do ponto zero acima de 0,04 M. Nestas condi¢les,
as NP ZnO comecam a sedimentar e alta forca idnica resulta na
compressdo da EDL e, posteriormente, diminui as forgas
repulsivas de EDL, de modo que diminui a barreira de energia
repulsiva entre particulas de ZnO.

Baalousha et al., (2013) mostraram que a presenca de
cations bivalentes, como Ca?* e Mg?*, em meios aquosos, ambos
presentes no meio ISO e M4, causam maior aglomeracdo de NP
do que cations monovalentes, ambos corroborando com este
estudo.

4.1.6 Quantificacdo ibnica

A quantificacdo da fracdo livre de ions Zn (Tabela 10) foi
avaliada meios ISO, NaCl 2% e RPMI. Estes valores
correspondem a quantidade de ions Zn presentes em uma
solucdo com a concentracdo equivalente a CE50 obtidas nos
testes de toxicidade, para os respectivos meios-teste.

De maneira geral, todas as amostras apresentaram valores
similares de frac&o livre de ions Zn em meio I1ISO. No entanto,
NBZnO@AF liberou mais ions Zn do que NBZnO.

Também pode-se observar que em todas as amostras
houve a diminuicdo da liberacdo ions Zn apds 48h. Esta
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diminuicdo nao foi significativamente diferente (p < 0,05) exceto
para ZnSOa.

Tabela 10. Quantificagdo da fracdo livre de ions Zn em relagdo aos
valores obtidos de CE50 nos meios estudos.

Fracdo livre ions Zn (mg/L) Valores de CEso

(mg.L™)
Meio Amostra Oh 48 h 48 h
NBZnO 0,49+0,01 0,38+0,03 2,81+0,95
ISO NBZnO@AF 0,62+0,02 0,55+0,01 2,21 +0,50
ZnSOs 0,72+0,01 0,59 +0,02 549+1,70
Oh 15 min 15 min
NBZnO 0,32+0,03 0,28+0,01 14,90 + 3,20
NaCl2% NBZnO@AF 040+0,05 0,33+0,01 34,13 £5,07
ZnS0s 0,29+0,02 0,22+0,08 4,90 £1,29
0 min 24 h 24 h
NBZnO 0,40+0,06 0,35+ 0,02 32,04 £2,50
RPMI  NBZnO@AF 045+0,03 0,39+0,01 13,09+1,35
ZnSOs 0,32+0,02 0,21+0,05 15,44 £ 0,98

Esta ligeira variacdo dos resultados obtidos nos tempos
iniciais e finais, bem como entre os meios estudados ocorre pois
a dissolucdo e a aglomeracdo dos NM sédo influenciadas pelas
caracteristicas do NM (forma, tamanho, revestimentos) e
também pela caracteristica do meio (pH, forca ibnica, dureza,
matéria organica dissolvida, teor de oxigénio na 4&gua,
temperatura e luminosidade) (ADAM et al., 2015; CUPI;
HARTMANN; BAUN, 2016; HAN et al., 2014; HEINLAAN et al.,
2008; ODZAK; KISTLER; SIGG, 2017; SEO et al., 2017; WANG
et al., 2016).

Seo et al., (2014) compararam o comportamento de NP
ZnO em diferentes meios de teste para D. magna e observaram
gue a quantidade ions Zn*? dissolvidos foi mais elevada em meio
ISO, corroborando com os resultados obtidos.

De acordo com Wang et al., (2016), as taxas de dissolugéo
de NP ZnO aumentam significativamente na presenca de
agentes quelantes fortes, sugerindo que a toxicidade deve estar
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relacionada principalmente com os ions Zn liberados do que com
a NP em si.

Leung et al., (2012) estudaram a atividade antibacteriana
da NP ZnO funcionalizadas com diferentes reagentes a base de
moléculas silano e observaram um aumento significativo na
liberacdo de ions Zn*? das NP revestidas com
dodeciltriclorosilano e a redugéo na libertagdo de ions Zn*? nas
NP ZnO modificadas com a molécula (3-aminopropil)
trimetoxisilano. Os autores concluiram que a NP ZnO nao teve
um papel especifico na liberagdo de ions em meio aquoso e essa
caracteristica € dependente da interacdo das propriedades da
particula e das propriedades do meio (HUYNH; CHEN, 2011;
LEUNG et al., 2012; ODZAK; KISTLER; SIGG, 2017; WANG et
al., 2016), corroborando com os resultados obtidos.

A dissolucdo de NP ZnO em meio de cultura celular esta
associada com a presenca de proteinas e outros ligantes
menores no meio (SOBEL; THEOPHALL, 2010). Os valores da
fracdo de ions Zn livres no meio de cultura celular obtidos nesta
pesquisa, corroboram com os valores obtidos por Uski et al.,
(2017) que obteve valores de 0,5a5 mg.L™.

4.2 AVALIACAO DA TOXICIDADE DOS NANOBASTOES
4.2.1 Toxicidade aguda com Daphnia magna

Os resultados dos testes de toxicidade aguda com D.
magna estao apresentados na Tabela 11.

Tabela 11. Resultados dos testes de toxicidade aguda do NBZnO,
NBZnO@AF e ZnSO4 utilizando o organismo-teste D. magna (n = 16).

Amostra pH CE50usn) (mg.L™)
Controle negativo (Meio 1SO) 7,15+ 0,25 NT
NBZnO 7,39+£0,21 2,81 +£0,95
NBZnO@AF 7,47 £ 0,25 2,21 +0,50*
ZnS0Oq4 6,95 + 0,59 5,49+ 1,70

NT = ndo toxico. * = diferente significativamente em relagdo ao NBZnO.

Para o controle negativo, em todos os testes realizados, a
mortalidade permaneceu dentro do ideal (£10%) preconizado
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pela norma seguida e validando o resultado dos testes. A
confiabilidade dos resultados pode ser verificada por meio da
carta-controle de sensibilidade (Anexo 1).

O pH (Tabela 11) de todas as amostras mantiveram-se
dentro dos valores aceitaveis para D. magna de acordo com a
NBR 12713 (ABNT, 2016).

NBZnO@AF demonstrou-se mais toxico para D. magna do
que NBZnO (p =< 0,05), entretanto, ambos foram mais tdxicos
quando comparados ao ZnSO.. Estes resultados indicam que a
toxicidade dos NB ZnO néo se limita a liberacdo de ions Zn no
meio, mas pode estar associada a outros mecanismos do NM
devido ao seu tamanho reduzido, como o tamanho hidrodinamico
e a &rea superficial.

O tamanho reduzido dos NM aumenta sua &rea superficial,
sua reatividade e a presenca de ions positivos em sua superficie.
Estas alteracfes afetam a interacdo e 0 comportamento entre os
NM e as biomoléculas permitindo estes que sejam capazes de
penetrar nas células (LOPES et al., 2014; SANTO et al., 2014).

O aumento da concentracdo local de ifons Zn?*,
proveniente da liberagdo pelos NM, interrompe a homeostase de
cations metdlicos no interior das células, resultando em
citotoxicidade devido a interacdo com organelas oxidativas que
estimulam a produgdo de EROs (NEL et al, 2006), dano
mitocondrial (BACCHETTA et al., 2016) e morte celular (SANTO
et al.,, 2014) mesmo em exposicdes agudas a NP ZnO
(BACCHETTA et al., 2016; NEL et al., 2006; SANTO et al., 2014).

A maior toxicidade de NBZNO@AF para D. magna em
comparacdo com o NBzZnO, pode estar associado as
caracteristicas fisico-quimicas do NBZnO@AF que apresentou
maior area superficial, estabilidade no meio ISO e menor
didmetro hidrodinamico, além de maior liberacdo de ions Zn
(Tabela 9) do que NBZnO, e como ja visto, estas caracteristicas
podem facilitar a sua interagdo com 0 organismo e aumento da
toxicidade (LOPES et al., 2014; SANTO et al., 2014).

Sabella et al.,, (2014) explicam que a adicdo de uma
molécula orgénica na superficie do NM, além de aumentar a sua
area superficial, pode facilitar a absorcéo e internalizagao do NM
na célula através o "efeito cavalo de Tréia".

A presenca de grupos amina (a molécula utilizada na
funcionalizacdo superficial da NB utilizado nesta pesquisa possuli
aminas primarias e secundarias) no NB facilita a internalizacao
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do NM nas células devido ao carater mais hidrofilico da molécula,
contribuindo para o aumento dos efeitos téxicos do NM
funcionalizado (VICENTINI et al., 2017).

O estudo de Blinova et al., (2010) obtiveram CE50usgn) igual
a 2,6 mg.L? para D. magna para NP ZnO com tamanho de 70
nm. Santo et al.,, (2014), estudando a toxicidade ZnO NP
menores que 100 nm no organismo D. magna obteve uma
CE50usgh) de 3,1 mg.L't. Em Heinlaan et al., (2008) a CE50snh)
de NP ZnO com tamanhos entre 50 a 70 nm foi igual a 3,1 mg.L?
para D. magna. J& Seo et al., (2014) obtiveram CE50gn) de 3,12
mg.L %, estudando NP ZnO em D. magna com testes realizados
em meio ISO.

Estes estudos obtiveram valores de CE50 semelhantes
obtidos nesta pesquisa, corroborando com os resultados
encontrados. Contudo, a forma de bastdo de ZnO apresentou-se
mais toxica do que a forma NP, demonstrando a importancia de
estudar as diferentes formas de NM ZnO para uma melhor
compreensdo das interacdes e o0s efeitos destes materiais in
vivo.

A maior toxicidade de NM ZnO na forma de NB pode estar
relacionada ao fato de que os NM estudados nesta pesquisa,
apresentaram maior area superficial quando comparados as NP
ZnO citados na literatura, assim, devido a maior area superficial,
0s NB tornam-se mais reativos e suscetiveis a causar toxicidade
aos organismos (SANTO et al., 2014).

4.2.2 Espécies reativas de oxigénio (EROs) em Daphnia
magna

A geracdo de EROs foi analisada em D. magna expostas
aos NBZnO, NBZnO@AF e ZnSO, e controle negativo por 48 h
utilizando o corante H;DCFDA. As concentra¢fes testadas foram
baseadas no CE50ush de cada material. A maior concentracéo
testada corresponde & CE50g).

Todos os materiais foram capazes de causar a geracao de
EROs em D. magna (Figura 12) e foi observado o aumento na
geracdo de EROS com o aumento da concentragéo testada. Os
resultados na concentracdo da CE50(en de NBZnO, NBZNnO@AF
e ZnSO. foram significativamente diferentes do controle (p <
0,05).
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Figura 12. Geracdo de EROs em D. magna para (a) NBzZnO, (b)
NBZnO@AF e (c) ZnSO4. As maiores concentragdes correspondem aos
valores de CE50usn obtidas nos testes agudos para cada amostra. * =
diferente significativamente em comparac¢éo ao controle (p < 0,05).

81

- a)
o
e
o
b ~
§ 4 T
[ *
E *
. T
3 2
i
0- T T
Controle 1,24 1,87 2,81
Concentragédo (mg.L’1)
8- b)
« *
s 64
H T
2
«D 44
Q
a
2
S -
"L L
0- T T
Controle 0,98 1,47 2,21

Concentragao (mg.L™")

o . ©)
= T
L]

5 64
: *
2
@ 4
Q
a
2
o 24
3
i -
0- T T
Controle 2,44 3,66 5,49

Concentragao (mg.L'1)

D. magna expostas ao NBZNO@AF (Figura 12b)
demonstraram maior geracdo de EROs na concentracao
correspondente a CE50ugn) do que 0S organismos expostos ao
NBZnO (p <0,05). Este resultado se deve ao aumento da area
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superficial do NM, originando mais sitios ativos para a producdo
de EROs (SHU et al.,, 2017) e também pela carga positiva da
superficie do material, pois esta propriedade também influencia
na geracdo de EROs (NASSER et al., 2016).

Nasser et al., (2016) investigaram a geracdo EROs de
formas esféricas e bastdes de NM de ouro, positivamente e
negativamente carregadas. Os autores observaram que o0s
bastbes carregados positivamente induziram um alto grau de
geracdo de EROs em D. magna quando comparado a esferas
com carga negativa devido a maior interacdo do NM com as
biomoléculas. Além disso, os organismos ndo conseguiram se
recuperar completamente do estresse quando expostos aos
bastbes carregados positivamente. A incapacidade de
recuperacgao foi atribuida ao aumento area superficial do NM e a
superficial carga positiva dos NM induzindo gera¢do de EROs,
elevando sua toxicidade (NASSER et al., 2016).

Dominguez et al.,, (2015) também observaram a maior
producdo de EROs em D. magna expostas a NP de ouro
carregadas positivamente, corroborando com o0s resultados
obtidos nesta pesquisa.

Desta maneira, € possivel observar que a geracdo de
EROs e alteragdes bioquimicas no organismo D. magna
expostos a NP ZnO podem ocorrer mesmo quando estes
organismos sd80 expostos a concentragdes  subletais
(MWAANGA; CARRAWAY; VAN DEN HURK, 2014).

O equilibrio entre EROs e os antioxidantes é essencial
para a sobrevivéncia e a saude dos organismos. Altos niveis
EROs indicam a ocorréncia de estresse oxidativo no interior
celular que podem levar ao dano celular, afetando os lipidios, os
carboidratos, as proteinas, a transcricdo de genes do DNA, entre
outros, levando a morte celular por necrose ou apoptose
(FLORA, 2009), podendo, em dltima instancia, afetar a
estabilidade do ecossistema (MWAANGA; CARRAWAY; VAN
DEN HURK, 2014).

4.2.3 Analise microscoOpica de Daphnia magha

As imagens por microscopia de luz apresentam o corte
transversal de D. magna apés 48 horas de exposicdo a CE50
das amostras e o controle negativo (Figura 13). As micrografias
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demonstram a presenca de ambos os NB no do interior do
intestino de D. magna e a auséncia de alimento no interior do
intestino dos organismos do controle negativo e expostos ao
ZnSO0O,.

Figura 13. Cortes transversais de D. magna do controle e expostas a
CE50@sn de NBZnO, NBZNnO@AF e ZnSO4 por microscopia de luz. As
setas pretas indicam as microvilosidades do intestino em condigbes
normais. Setas brancas com bordas pretas indicam as microvilosidades
do intestino danificadas. Setas brancas indicam NM no interior do
intestino.

Controle
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As micrografias de MET apresentam o corte transversal de
D. magna apds 48 h de exposicdo a CE50 das amostras e o
controle negativo (Figura 14).

Figura 14. Cortes transversais do intestino de D. magna do controle e
expostas a CE50ush de NBZnO e NBZnO@AF analisados por MET. MV
= microvilosidades; M= mitocondria. As setas pretas indicam danos nas
microvilosidades do intestino.
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Na andlise por MET néo foi possivel observar a presenca
do NM no interior do intestino de D. magna ou sua internalizagao
em organelas. Porém, foi possivel observar a deformacdo das
microvilosidades intestinais dos organismos expostos aos NB
quando comparados ao controle e aos organismos expostos ao
ZnS0g4, corroborando com os resultados obtidos na microscopia
de luz.

A ndo visualizagdo de NM no interior do intestino e/ou
possiveis alterac6es morfolégicas nas organelas celulares, néo
necessariamente significa que estes danos ndo ocorreram pois,
ndo foi possivel uma analise minuciosa dos cortes, uma vez que
houveram problemas técnicos no preparo das amostras. Os
blocos tornaram-se quebradicos exatamente no local aonde
encontrava-se 0s organismos, formando dentes na navalha e
prejudicando a visualizagdo dos cortes. Este problema pode ter
ocorrido devido a alguns fatores, tais como, a presenca da
carapaca de quitina do organismo, a presenca de material
metalico nas amostras, 0 uso de uma resina nao tdo adequada
ao material processado e/ou tempo de infiltracdo na resina. A
observacdo de NM no interior do intestino de D. magna e dano
mitocondrial foram observados nos estudos de Rossetto et al.,
(2014b) e Puerari et al., (2016) que avaliaram a toxicidade de NP
CuO e NP Cr30., respectivamente. E também nos estudos de
Santo et al., (2014) Bacchetta et al., (2016) e Bacchetta et al.,
(2017) que estudaram a toxicidade de NP ZnO em D. magna.

O dano ocorrido nas microvilosidades intestinais pode ser
ocasionado pelo acumulo de NM no interior do intestino dos
organismos e/ou por um aumento no tempo de contato entre as
NP e as células epiteliais intestinais. Essas microvilosidades séo
estruturas especializadas da membrana celular que tem como
funcéo o aumento da absorgéo de nutrientes.

Assim, as alteracdes nesta estrutura podem levar a uma
deficiéncia na quantidade de micronutrientes absorvida pelo
organismo, interferindo no seu metabolismo (YANG, X.Y.;
EDELMANN,R.E.; ORIS, 2010), contribuindo na toxicidade do
NM.

A andlise realizada por MEV (Figura 15) para as D. magna
expostas as amostras ndo apresentaram alteracdes morfoldgicas
externas visuais apés 48 h de exposicdo a CE50, quando
comparadas ao controle.

As daphnias expostas as amostras foram analisadas por
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EDS, porém, ndo foi observado a presenca de Zn na superficie
dos organismos. Estes resultados indicam que a toxicidade
aguda do NM, além da liberacdo de ions pelo NM no meio, tem
decorréncia na sua ingestdo, quando estes NM passam a ter
maior contato com 6rgdos internos dos organismos, podendo
haver a liberacéo de ions diretamente no interior do organismo.

Figura 15. Micrografias por MEV de D. magna do (a) controle e expostas
a CE50ush de (b) ZnSOa, (c) NBZnO e (d) NBZnO@AF. As imagens
referem-se aos filamentos das antenas de D. magna.
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4.2.4 Toxicidade crénica com Daphnia magna

Para o teste crbnico FO, as concentracdes avaliadas
tiveram base nos valores de CE50 de NBZnO, NBZnO@AF e
ZnSO4 apos 48h de exposicdo de D. magna, além do controle
negativo.

Apés 21 dias de exposigdo, os pardmetros de reproducao,
crescimento e longevidade foram analisados e foram
comparados com o grupo controle (Tabela 12).
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A tabela completa com os dados do teste crénico pode ser

observada no Apéndice 1.

Tabela 12. Resultados de toxicidade cronica (FO) para D. magna
expostas ao NBZnO, ao NBZnO@AF e ao ZnSO4 (n=10).

Amostra Concentracédo Reproduco Crescimento Longevidade

(mg.L™) (mm) (%)
Controle 8,46 £ 1,57 5,04 £ 0,18 90
0,12 8,66 = 1,87 5,06 = 0,08 70
0,19 9,63+157 5,06 +0,09 80%P
0,29 8,49 £ 1,49 5,03 £ 0,06 30*a

NBZnO 0,44 9,45+227 503+0,06 30
0,65 9,90+1,40 5,00+0,00 10*
0,98 850+190 5,12 +0,08 50
Controle 8,46 + 1,57 5,04 +0,18 90
0,12 7,97+1,17 5,08+0,10 60°
0,19 754+059 5,02+0,22 40%a
0,29 7,72+0,69 5,05+ 0,06 40*

NBZnO@AF 0,44 7,57 £1,54* 5,05 +0,07*° 20*
0,65 6,78 £ 0,19* 0 0
0,98 5,30+ 1,25% 3,18 £ 0,21* 40*
Controle 846+157 5,04+0,18 90
0,29 7,12 +£0,64* 4,70 £ 0,37*2 90

ZnSO4 0,44 5,20 £1,20* 4,71 + 0,35* 80
0,65 6,23 +1,29* 4,88 +0,20* 100
0,98 5,04 £142* 4,16 +0,22* 80

* = diferenca significativa (p < 0,05) em relacdo controle. a = CEO. b =

CENO.

Durante os 21 dias de teste, houve a mortalidade de

apenas um organismo no grupo controle, este valor esta dentro
do limite de 10% de mortalidade para o controle aceitos de
acordo com a norma utilizada, validando os resultados obtidos.

Para o pardmetro reprodugdo, o inicio do periodo
reprodutivo dos organismos expostos as amostras estudadas
ndo diferiram do grupo controle, ocorrendo a primeira postura no
10° dia de teste, indicando que ndo houveram efeitos sob o inicio
da reproducéo.

O numero médio de neonatos nascidos de daphnias
expostas ao NBZnO nédo apresentou diferenca significativa em
relacdo ao controle (p > 0,05). J& para NBZnO@AF foi observado
uma diminuicdo significativa na reproducdo nas maiores
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concentracdes testadas (0,65 e 0,98 mg.L?), sendo a CEO igual
a 0,98 mg.L't e a CENO igual a 0,44 mg.L"1. Pode ser observado
a diminuicdo do numero de neonatos conforme o aumento da
concentracao testada.

Para o controle positivo (ZnSO4) houve uma diminui¢do
significativa na reproducdo nas concentracdes 0,44, 0,65 e 0,98
mg.L %, sendo a CEO igual a 0,44 mg.L'' e a CENO igual a 0,29
mg.L?, indicando que os ions Zn sdo mais toxicos do que ambos
NB para o parametro reproducdo em D. magna. O numero médio
de neonatos também diminuiu conforme o aumento da
concentracdo de exposi¢do de ZnSOa.

Estes resultados diferem dos resultados obtidos por
Bacchetta et al.,, (2017). Os autores observaram, para 0
parametro de reproducdo, que as NP ZnO foram mais tdxicas
para D. magna do que ZnSO4, mesmo havendo uma maior
concentracao de ions Zn em solugéo na amostra ZnSOa.

A diferenca na toxicidade dos NM podem estar
relacionadas ao procedimento de sintese dos NM, visto que o
método de sintese influéncia nas propriedades superficiais do
NM, alterando sua toxicidade (HAN et al., 2014), e também pela
diferenca nas concentracdes de cétions do meio de teste
(LOPES et al., 2014).

De acordo com Poynton et al., (2011), o ZnSO, afeta a
expressao de genes relacionados a reproducdo, bem como as
NP ZnO, havendo potencial de causar deficiéncia reprodutiva nas
daphnias. No entanto, ZnSO4 e NP ZnO afetam diferentes perfis
de expressdo génica, sugerindo um mecanismo distinto de
toxicidade para ZnO NP e ions Zn.

Em relagdo ao pardmetro crescimento, para todas as
concentracbes testadas de NBZnO, ndo houve diferenca
significativa em relacdo ao controle apds 21 dias de exposicdo (p
> 0,05). J4 para NBZnO@AF, a CEO foi de 0,98 mg.L? e a
CENO foi de 0,44 mg.L'. Para ambos os NB ndo foram
observados alteracdes morfolégicas visuais na carapaca dos
organismos.

Os efeitos de NP ZnO para D. magna estéo relacionados a
possibilidade do NM transportar uma quantidade elevada de ions
para dentro célula. Esta exposicdo é capaz de causar danos
mitocondriais e consequentemente afetar a reproducdo e o
crescimento dos organismos D. magna (BACCHETTA et al,
2017). NP ZnO também podem expressar efeitos nos genes
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envolvidos na respiracdo celular e na reproducdo como
demonstrado por Poynton et al., (2011). Poynton et al., (2012)
observaram que NP ZnO desregulam genes envolvidos no
metabolismo celular, como a arginina quinase e 0 citocromo
oxidase, impedindo a capacidade celular de responder as
mudancas energéticas necessarias, levando ao estresse do
organismo, além de causar a repressao de genes envolvidos na
reproducdo levando a uma deficiéncia reprodutiva.

Para ZnSO,, foi observada uma reducgdo significativa no
crescimento nas concentragdes de 0,29, 0,44 e 0,98 mg.Lt. A
CEO foi de 0,29 mg.L* e a CENO foi de 0,65 mg.L* e foram
observadas deformagbes na carapaca e encurtamento do
espinho apical dos organismos para todas as concentracdes
testadas. Estes resultados indicam que 0s ions Zn sao mais
téxicos também para o parametro crescimento em D. magna.

Essa reducdo do crescimento dos organismos quando
expostos ao ZnSOg4relaciona-se as interagdes dos ions Zn com o
organismo. De acordo com Muyssen; Janssen, (2001), o
organismo D. magna é capaz de regular concentracfes de Zn até
0,6 mg Zn.L't. Em concentragdes mais elevadas, o Zn inibe a
absorcdo de Ca, resultando em hipocalcimia e morte dos
organismos. No entanto, em concentracdes subletais de Zn, a
deplecdo de Ca* diminuem os movimentos e as taxas de filtracao
das daphnias, levando a uma diminuicdo na absor¢cdo de
alimentos. Desta forma, ha menos energia disponivel para
permitir taxas normais de crescimento e reprodugdo, causando
alteracdo nestes pardmetros (MUYSSEN; JANSSEN, 2001).

Em relacdo ao parametro de longevidade, foi observada
uma reducdo significativa da longevidade dos organismos
expostos ao NBZnO nas concentracdes de 0,29, 0,44 e 0,65
mg.L* em comparacédo ao controle. Para NBZnO a CEO foi de
0,29 mg.L* e a CENO foi de 0,19 mg.L. J& para o NBZnO@AF,
foi observada uma diminuicdo significativa da longevidade aos
organismos expostos as concentragbes de 0,19, 0,29 e 0,44
mg.L! e a CEO foi de 0,19 mg.L* e a CENO foi de 0,12 mg.L.

Para NBZnO, os organismos comegaram a morrer apos 2
semanas de exposigao, atingindo taxas de mortalidade de = 50%
nos organismos adultos. Esta mortalidade pode ser causada pela
dificuldade de ecdise apdés a exposicdo ao NM ZnO como
observado por Lopes et al.,, (2014). Os autores observaram a
mortalidade de D. magna no mesmo periodo de exposicdo ao
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observado nesta pesquisa.

O ZnS0O4 ndo mostrou diferenga significativa (p > 0,05) em
comparacgdo ao controle para o parametro longevidade apos 21
dias. A longevidade dos organismos foi = 80%.

Os resultados obtidos no teste cronico FO demonstram que
0 NBZnO@AF é mais téxico do que o NBZnO para D. magna
também quando 0s organismos sdo expostos a concentracdes
subletais. Assim como nos testes agudos, este efeito pode estar
relacionado devido as caracteristicas especificas do NM. O
NBZnO@AF apresentou uma maior area superficial, além da
presenca de moléculas polares em sua superficie que podem
facilitar a interacdo entre o NM e as biomoléculas, permitindo a
captacdo e penetracdo do NM na célula pelo "efeito cavalo de
Tréia" (LOPES et al., 2014; SABELLA et al., 2014; VICENTINI et
al., 2017).

4.2.5 Teste crénico de recuperagdo de Fl e F12

Os resultados dos testes de sensibilidade com neonatos de
F1 e F12 (CE50@4n ao KoCr.O;) demonstraram que a
sensibilidade dos organismos utilizados para iniciar o teste de
recuperacao estavam de acordo com os critérios de validacao do
protocolo adotado. A tabela completa com os resultados dos
testes de sensibilidade pode ser verificada na Tabela 13.
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Tabela 13. Resultados dos testes de sensibilidade de F1 e F12
utilizando como substancia de referéncia o K2Cr.O~.

Filhotes nascidos de mées CE50(24n) (Mg.L™)

Amostra expostas a (mg.L™?): = =
Controle 0,81 0,79

0,98 0,90 0,67

0,65 0,89 0,86

NBZnO 0,44 0,64 0,69
0,29 0,64 0,63

0,19 0,72 0,85

0,12 0,78 0,91

0,98 0,83 0,59

0,65 0,87 0,87

0,44 0,80 0,94

NBZnO@AF 0,29 0,79 0,99
0,19 0,85 0,93

0,12 0,77 0,92

Nota: As concentracgdes testadas variaram entre 0,5 a 2 mg.L ™.

Estes resultados podem indicar que 0s neonatos que
nasceram de mae expostas aos contaminantes néo tiveram sua
sensibilidade afetada, estando assim, saudaveis. Porém, embora
a sensibilidade dos organismos ter apresentado valores normais,
efeitos cronicos foram observados (Tabela 14).

Sabe-se que as NP ZnO podem causar danos epigenéticos
em D. magna (POYNTON et al., 2011) e quando a exposi¢do ao
NM resulta em alteracdes epigenéticas nas células germinativas,
os efeitos da exposicdo materna podem ser observados nas
geracbes futuras, mesmo apds a exposicdo ao material ser
removido (ARNDT et al., 2014).

Apé6s 21 dias de teste, foram analisadas a reproducéo, o
tempo para a primeira prole, o numero de filhotes, o crescimento,
a longevidade. Os resultados obtidos podem ser observados na
Tabela 14.

Os organismos nascidos de maes expostas a diferentes
concentracdes de ZnSOs (F1) sofreram efeitos crénicos e nao
conseguiram se recuperar ap0s a exposicdo de FO. Esses
organismos nao foram capazes de se reproduzir durante os 21
dias de teste (levando em consideracdo que uma ninhada é
considerada quando h& a postura de = 5 filhotes por Daphnia, de
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acordo com o protocolo seguido). Quando puderam se
reproduzir, os organismos tiveram um maximo de 3 filhotes por
organismo. Desta forma ndo foi possivel avaliar os possiveis
efeitos sobre F12.

O crescimento foi significativamente menor quando
comparado ao controle (p <0,05) exceto para organismos
nascidos em FO expostos a 0,29 mg.L* de ZnSO..

A longevidade foi significativamente diferente do controle
(p <0,05) quando os organismos nascidos em FO foram expostos
a maior concentracdo testada de ZnSO., atingindo 70% de
mortalidade apos 3 dias de teste.

Estes resultados sugerem que quando as maes sao
afetadas pela exposi¢cdo a ZnSOs, os efeitos causados sobre as
maes interferem na salde das proximas geracgfes de D. magna.

A mortalidade de organismos expostos a concentracdes
subletais de ZnSO,4 também foi observada por Sanchez-ortiz;
Sarma; Nandini, (2010). Os autores observaram a mortalidade de
D. pulex apds uma semana de exposicdo e verificaram que 0s
organismos ndo foram capazes de se reproduzir nas maiores
concentragdes testadas, corroborando com os resultados obtidos
nesta pesquisa.

O consumo das fontes de energia lipidicas devido as
condi¢bes estressantes sofridas pelas D. magna pode ser o
motivo pelo qual ndo houve a reproducdo dos organismos nos
testes realizados.

Sabe-se que reserva energética de D. magna é constituida
por mais de 50% de lipidios, e esta é a fracdo de reserva
energética mais sensivel, pois sédo a primeira fonte de energia a
ser consumida pelos clad6ceros sob condicdes de estresse. Uma
vez que a fragdo lipidica esta envolvida no desenvolvimento de
embriBes e sdo 0s maiores responsaveis pela producao de ovos,
seu consumo, devido a condi¢cdes estressantes, interferem na
reproducdo dos organismos (COWGILL; WILLIAMS; ESQUIVEL,
1984; MUYSSEN; JANSSEN, 2001).



Tabela 14. Resultado do teste crénico de recuperagdo para o controle, 0 NBZnO, o NBZnO@AF e 0 ZnSO4 apos 21
dias de exposicdo. Organismos cultivados apenas em M4. NO = dados ndo obtidos. * = diferente significativamente
em relacdo ao controle.

Filhotes nascidos de mées Reproducao NuUmero total de Tem 1 le (di Crescimento (mm) Longevidade (%)
expostas a (mg.L ") posturas po para 1° prole (dias) g
F1 F12 F1 F12 F1 F12 F1 F12 F1 F12
Controle 6,88+1,07 6,78+1,01 48 46 10,80+0,79 10,60+0,70 5,02+0,08 5,04+0,10 100 100
0,12 588+0,63 6,65+1,29 4 18 16,80 + 2,86* 14,80+ 0,92 4,81+0,19* 4,97+0,19 100 100
0,19 588+0,85 6,27+1,18 4 26 10,75+0,56 15,20+2,25* 4,88+0,16 5,02+0,16 80 100
NBZNnO 0,29 560+1,22 6,72+1,40 6 25 11,67+294 1556+2,88* 4,90+0,09 5,03+0,09 100 90
0,44 550+0,71 7,27+1,62 2 22 11,50+0,71 14,50+251* 4,90+0,09* 504+0,09 80 100
0,65 533+0,58 6,49+0,98 3 23 11,67 +6,35 16,67 +2,83* 4,78+0,21* 502+0,21 100 100
0,98 586+146 7,33+1,84 6 17 11,33+2,94 1525+1,39* 4,73+0,23* 497+023 90 100
Controle 6,88+1,07 6,78+1,01 48 46 10,80+0,79 10,60+0,70 5,02+0,08 5,04+0,10 100 100
0,12 6,00+ 0,00 7,70+ 1,00 1 19 9,50+0,71 12,33+0,82* 3,81+0,06* 4,98+0,09 100 80
0,19 6,13+2,01 7,37+1,14 8 20 850+0,76 14,50+2,39* 3,86+0,10* 4,96+0,08 100 90
NBZnO@AF 0,29 6,20+ 0,84* 5,40+ 0,57 6 20 950+0,84 16,50+354* 3,71+0,15* 5,05+0,07 100 100
0,44 5,33+0,58* 6,54 +1,39 3 26 850+0,50 13,13+247* 3,62+0,15* 500+0,08 90 100
0,65 5,90 + 0,83 NO 4 NO 9,50 + 0,59 NO 3,71+ 0,15* NO 80* NO
0,98 6,00+ 1,73 NO 3 NO 19,75+ 0,50* NO 3,94 + 0,05* NO 50* NO
Controle 6,88+ 1,07 6,78+1,01 48 46 10,80+0,79 10,60+0,70 5,02+0,08 5,04+0,10 100 100
0,29 NO NO NO NO NO NO 4,75+ 0,42 NO 80 NO
ZnSO, 0,44 NO NO NO NO NO NO 4,41 +0,37* NO 80 NO
0,65 NO NO NO NO NO NO 4,66 = 0,23* NO 80 NO

0,98 NO NO NO NO NO NO 4,63 +0,23* NO 30* NO
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Para o parametro reproducdo, os organismos de F1
nascidos de mées expostas aos NBZNnO@AF apresentaram
diferenca significativa em relagdo ao controle apenas o0s
organismos nascidos nas concentragdes 0,29 e 0,44 mg.L? (p <
0,05). No entanto, quando se observou o nimero total de filhotes
nascidos apés 21 dias de teste (Tabela 15), a diferenca entre os
resultados obtidos fica mais evidente.

Tabela 15. NUumero total de filhotes do teste cronico de recuperagao
apos 21 dias de teste. NO = dados ndo observados.

NBZnO NBZNO@AF ZnS0Oa

Filhotes nasmdos_ qe mées -, F12 F1 F12 F1
expostas a (mg.L™):

Controle 330 326 330 326 330
0,12 29 115 6 163 NO
0,19 23 160 84 144 NO
0,29 28 158 44 150 46
0,44 16 176 44 198 45
0,65 16 150 16 NO 70
0,98 41 135 35 NO 28

Os organismos de F1 nascidos de mdaes expostas em
ambos os NB tiveram sua reproducéo afetada, quase nédo se
reproduzindo durante os 21 dias de teste. Quando a reproducéo
ocorreu, esta teve um intervalo de 4 a 5 dias até que a préxima
ninhada ocorresse, sendo que em condigcbes normais, a
reproducdo acontece em um intervalo de 48 h.

O tempo para a primeira prole foi diferente
significativamente (p <0,05) quando comparado ao controle,
apenas nos organismos nascidos de mées expostas a
concentracdo de 0,12 mg.L! para NBZnO e 0,98 mg,L-! para
NBZnO@AF.

Bacchetta et al., (2017) observaram a presenca de NP ZnO
nos ovos de D. magna e concluiram que a toxicidade do NM
pode ser o resultado da toxicidade indireta proveniente das
maes, sendo o0 risco associado a exposicdo materna a prole,
evidente, corroborando com os resultados obtidos.

De maneira geral, a geracdo F12 de ambos os NB
apresentaram um ligeiro aumento no numero médio de filhotes e
um aumento do numero de posturas. Porém o tempo para
primeira prole foi significativamente diferente (p < 0,05) em
relacdo ao controle. A reproducéo de F12 comecou apés + 12,33
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dias de teste. No entanto, as daphnias apresentaram reproducao
homogénea e um aumento no numero de posturas e filhotes,
indicando uma possivel recuperacdo dos organismos apés 12
geracdes ndo expostas ao NM.

A longevidade de F1 e F12 nao foi afetada nos organismos
nascidos de maes expostas ao NBZnO, contudo para
NBZnO@AF, foram observados efeitos, tanto para F1 como para
F12, apenas nos organismos nascidos de maes expostas as
maiores concentragdes testadas.

Em relacdo ao crescimento, apenas F1 apresentaram
diferencas significativas em relagdo ao controle para ambos os
NB. Para estes organismos, foi observado alteracdes
morfologicas através do encurtamento do espinho apical.

Os resultados obtidos demonstram que os filhotes
apresentaram efeitos crénicos devido a exposicdo materna, tanto
para o NBZnO e o0 NBZnO@AF, como para o controle positivo
(ZnS0O.). Estes efeitos puderam ser observados mesmo quando
os filhotes recém-nascidos foram retirados do meio contaminado
e transferidos para meio de cultivo.

Pode-se observar que a primeira geragdo (F1) foi mais
afetada pela exposicdo materna aos NB e ZnSO4. No entanto,
apos 12 geracdes (F12), apesar do tempo de ter ocorrido a
reproducéo tardia, os organismos comecaram a se recuperar dos
efeitos pela exposi¢do materna para ambos NB.

Em condicbes ambientais reais aonde 0s organismos
aquaticos estdo constantemente expostos a xenobidticos durante
diversas geracgdes, esta pesquisa destaca a cautela necessaria
no uso de NM ZnO, uma vez que a exposi¢cdo permanente a
este material pode interferir na dindmica populacional dos
organismos, levando a danos para o ecossistema aquatico, uma
vez que as daphnias desempenham um papel crucial na cadeia
alimentar de ambientes aquaticos (ARNDT et al., 2014).

4.2.6 Toxicidade aguda com Aliivibrio fischeri

A toxicidade de NBZnO, NBZnO@AF e ZnSO,; foi
analisada para a bactéria marinha bioluminescente A. fischeri em
termos de CE50@sminy (Tabela 16). Os lotes de bactérias
utilizados para realizacdo dos testes de toxicidade (13F067F10 e
14K4142F1) apresentaram sensibilidade adequada, garantindo a
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confiabilidade dos resultados dos testes realizados conforme o
protocolo adotado.

Tabela 16. Resultados dos testes de toxidade aguda com NBZnO,
NBZnO@AF e ZnSO4 para A. fischeri (n = 6). Resultados expressos em
CE50(15 min).

Amostra pH CE50(5 miny mg.L™?
NBZnO 7,41+ 0,02 14,90 + 3,20
NBZnO@AF 7,69 £ 0,19 34,13 + 5,07
ZnS0Oq4 7,31 +£0,98 4,90 +1,29

Todas as amostras estudadas foram capazes de reduzir a
emissdo de bioluminescéncia pela bactéria A. fischeri, ou seja,
conferiram toxicidade ao organismo-teste.

Segundo Zhang et al., (2002), a reducdo da emissdo de
bioluminescéncia decorre da diminuigdo da atividade metabdlica
e/ou de danos a parede celular. A bioluminescéncia é resultado
de complexas reacdes bioquimicas e a reducédo sua reducéo é
um reflexo da inibicdo da atividade metabdlica bacteriana e
proporcional a toxicidade da amostra testada (BULICH,;
ISENBERG, 1981; MORTIMER et al., 2008).

Analisando os resultados da CE50 de ambos os NB
testados em A. fischeri com os resultados dos testes com D.
magna, podemos observar que as bactérias marinhas foram
menos sensiveis do que o microcrustaceo de agua doce aos NB.
A menor toxicidade dos NB ao A. fischeri pode estar relacionada
ao comportamento do NM no meio salino (NaCl 2%).

A adicao de sal ao diluente aumenta a forca iénica do meio
leva ao aumentando da interagdo entre os NM, o que afeta sua
aglomeragéo e sua toxicidade (BIAN et al., 2011; ROSSETTO et
al., 2014b; SEO et al, 2017). Nesta pesquisa este
comportamento foi observado pela avaliagdo do DH de ambos os
NB que apresentaram elevada aglomeracao e baixa estabilidade
no meio NaCl 2% (Tabela 9) e confirmados pelas imagens de
MET (Figura 10).

Na &gua do mar, os diametros dos NM aumentam
rapidamente devido as interacBes entre as NP e agua do mar,
tornando-os mais instavel devido a diminuicdo do potencial zeta,
alterando a sua area superficial e sua reatividade e,
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consequentemente, alterando sua toxicidade (BUFFET et al.,
2011).

De acordo com Park et al., (2014) a alta salinidade do meio
resultou na menor toxicidade das NP ZnO para o copépode
marinho Tigriopus japonicus, devido as menores concentragcfes
de Zn*? dissolvido liberadas pelas NP ZnO em salinidades mais
elevadas. Nesta condigédo, os ions Zn*? liberados podem formar
complexos com os anions (por exemplo, CI) na 4gua do mar,
reduzindo a concentracéo de Zn*? livre (POWELL et al., 2013).

Yung et al., (2017) estudaram a influéncia da temperatura
(de 10 a 30 °C) e a salinidade (12 a 32) sobre a toxicidade de NP
ZnO para a diatomacea marinha Thalassiosira pseudonana e
concluiram que esses parametros podem alterar o
comportamento fisico-quimico das NP ZnO na agua do mar,
alterando a toxicidade do NM para organismos marinhos. Os
autores observaram a agregac¢do das NP ZnO com o aumento da
temperatura e salinidade. Além disso, a diminuicdo das
concentracdes de Zn*? nos gradientes de salinidade foi mais
evidente a temperaturas mais baixas.

Essas caracteristicas fisico-quimicas podem contribuir para
uma diminuicdo da interacdo entre o NM e as bactérias,
reduzindo a toxicidade dos NB. No entanto, NM ZnO é capaz de
causar danos as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
devido as propriedades antibacterianas do ZnO (ADAMS; LYON;
ALVAREZ, 2006; SARWAR et al., 2016).

De acordo com Sarwar et al., (2016), a interacdo de Vibrio
cholera com NP ZnO resultou em deformacdo da arquitetura
celular do organismo e aumentou a fluidez e despolarizacdo da
membrana celular causada pela interagcdo entre o NP e a
membrana através da atracdo eletrostatica, devido a carga
positiva do NM. Os autores também observaram que as NP ZnO
foram capazes de interagir com DNA de V. cholera causando
abrasédo no DNA e induziu a producdo de EROs. Assim, 0s
autores concluem que o mecanismo de acdo das NP ZnO é
causado devido a geracdo de EROs e a ruptura da membrana
bacteriana.

Os resultados obtidos nesta pesquisa demonstram que
ambos os NB ZnO foram capazes de causar toxicidade aguda
em A. fischeri, confirmando que a bactéria é um bom modelo
para avaliar a toxicidade de NB ZnO em ambientes marinhos.

Embora o teste de toxicidade tenha sido realizado apenas
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a nivel agudo, os resultados obtidos despertam a preocupacao
com a eliminagéo discriminatéria de NM ZnO em ecossistemas
marinhos, uma vez que os NB ZnO podem afetar A. fischeri em
concentracdes relativamente baixas.

4.2.7 Citotoxicidade em N2A: Viabilidade celular,
determinac&o da CE50¢4n), EROs e LPO

A viabilidade celular de N2A apés 24 h de exposi¢do ao
NBZnO, ao NBZnO@AF e ao ZnSO, estdo apresentados na
Figura 16.

Figura 16. Curva de viabilidade celular de células N2A expostas ao
NBZnO, ao NBZNnO@AF e ao ZnSOa.
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Os resultados do teste de MTT demonstram que a
exposicdo de células de N2A as diferentes concentragdes de
NBZnO, NBZnO@AF e ZnSO4 conduz a uma reducdo dose-
dependente da atividade metabdlica mitocondrial, levando a
morte celular.

A CE50(4n) obtida foi igual a 32,04 mg.L?, 13,09 mg.Lt e
15,44 mg.L? para NBZnO, NBZNO@AF e ZnSO,,
respectivamente.

Observando os resultados de CES50 dos organismos
aguaticos com os resultados obtidos para as células, verificou-se
que ambos os NB apresentaram maior toxicidade para a D.



113

magna e para A. fischeri. Estes resultados corroboram com a
literatura, pois sabe-se que os invertebrados aquaticos séo
geralmente mais sensiveis a quaisquer agentes tdxicos do que
o0s mamiferos (DELISTRATY; TAYLOR; ANDERSON, 1998).

Esta menor toxicidade as células também pode estar
associada as caracteristicas do meio teste. Nesta pesquisa foi
utilizado o meio RPMI completo, ou seja, o0 meio com a presenca
de soro bovino fetal (SBF). O soro é comumente utilizado como
suplemento nos meios de cultura celular, ele contém proteinas
essenciais e nutrientes para o sistema in vitro. Contudo, ele pode
agir como agente estabilizador para NP (CRONHOLM et al.,
2011).

A presenca de SBF no meio altera a estabilidade coloidal,
a dissolucdo do NM e consequentemente a toxicidade de NP
ZnO devido a interacdes eletrostaticas entre o NM e as proteinas
do meio (HSIAO; HUANG, 2013; KWON et al., 2014). Kwon et
al., (2014) observaram que na presenca de SBF, a citotoxicidade
de NP ZnO as células Hela foi significativamente reduzida em
comparacdo com meio livre de soro, independentemente das
modificagdes superficiais e carga do NM.

Assim como nos resultados obtidos nos testes de
toxicidade com D. magna, os NBZnO@AF também foram mais
téxicos para as células N2A. No entanto, a toxicidade
apresentada NBZnO@AF ficou mais préximo ao valor de
CE50(24n) do controle positivo (ZnSO4). Este resultado demonstra
gque a toxicidade dos NB ZnO est4 relacionada com a liberacdo
de ions Zn (no meio e no interior celular) e com as caracteristicas
intrinsecas ao NM (FERNANDEZ; GARCIA-GOMEZ; BABIN,
2013).

A citotoxicidade dos NB ZnO e ZnSOs pode ser
proveniente da geracdo de EROs e LPO, como é possivel
verificar na Figura 17 e Figura 18. As concentracdes da CE5024n)
(correspondente as maiores concentracfes testadas para todas
as amostras) foram capazes de gerar EROs e alteragBes nos
niveis de MDA significativamente diferente em comparacdo ao
controle. E assim como a viabilidade celular, EROs e LPO
também mostraram efeitos dose-dependente.

A inducdo da geracdo de EROs pode ser oriunda da
caracteristica da superficie da particula como resultado de suas
propriedades semicondutoras ou eletrdnicas do NM, bem como
pela capacidade de alguns materiais para perturbar os processos
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de transferéncia de elétrons intracelulares (membrana interna
mitocondrial) (USKI et al., 2017).

Figura 17. Gerag&@o de EROs em células N2A expostas ao NBZnO, ao
NBZnO@AF e ao ZnSO4. * = diferenca significativa em relagdo ao
controle (p < 0,05).
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Figura 18. LPO de células N2A expostas ao NBZnO, ao NBZnO@AF e
ao ZnSOq4. * = diferenga significativa em rela¢éo ao controle (p < 0,05).
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A geracdo de EROs por NP ZnO foi observada também por
Zijno et al., (2015) em células de carcinoma humano Cacco-2 e
por Uski et al., (2017) em células macrofagas de rato RWA 264.7.

Senapati et al., (2015) notaram que as NP ZnO séo
capazes de alcancar o interior celular e induzir danos na
membrana mitocondrial. Neste contexto, Zhang et al., (2012)
destacam que as mitocéndrias sdo os principais sitios celulares
da producao de EROs, levando ao estresse oxidativo.

O estudo de Ramasamy et al., (2014) demonstra que as
EROs geradas por NP ZnO em células fibroblasricas dérmicas
humanas HDFn, induziram a LPO, o que pode ser associado a
outro fator na inducéo de estresse oxidativo em células.

Nel et al., (2006) e Hanley et al., (2008) também citam a
LPO e o estresse oxidativo como mecanismos importantes na
citotoxicidade de NP ZnO a diversos tipos de células de
mamiferos.

Os resultados obtidos nesta tese corroboram com a
literatura pois, os NB foram capazes de produzir EROs
intracelulares com niveis aumentados de LPO em células N2A.

A LPO pode produzir mais radicais livres, o que poderia
danificar biomoléculas, como DNA, proteinas e lipidios em
combinacdo com as EROs. Assim a LPO também pode causar
danos irrecuperaveis a membrana celular (RAMASAMY et al.,
2014)

De acordo com Ramasamy et al., (2014) a diminuicdo da
viabilidade celular em combina¢cdo com o aumento do nivel de
LPO pode ser mecanismo de acao primario para a citotoxicidade.

4.3 MEMBRANAS: CARACTERIZACAO E AVALIACAO

Os resultados de caracterizacdo das membranas e os
resultados de desempenho das membranas utilizando NacCl
foram obtidos no periodo sanduiche na Rice University, ja os
resultados de desempenho das membranas utilizando MgCl,
foram obtidos no LABTOX-UFSC.

4.3.1 Espessura
As membranas de PSF preparadas apresentaram

espessura média de aproximadamente 90 + 15 pum, e o filme fino
de PA preparado sobre as membranas suporte de PSF,
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apresentaram espessura média de 350 +50 nm.

4.3.2 Espectrometria de infravermelho por transformada de
Fourrier (FTIR)

Todos os espectros das composi¢cdes de membranas estao
apresentados na Figura 19.

Figura 19. Espectros de FTIR das membranas (a) e detalhe dos de PSF
e MC (b). PSF = membrana de PSF pura (suporte). MC = membrana
com filme fino de PA sem NB. MF = correspondem as membranas com
filme fino de PA com 0,25, 0,5 e 1% de NBZnO@AF.
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Na comparacdo entre os espectros, verifica-se que todos
apresentam as bandas caracteristicas da membrana de PSF, e
nas membranas contendo o filme fino de PA foram identificados
também dois ombros (Figura 19 a e b) atribuidos a bandas
especificas de PA.

O espectro de FTIR da membrana de PSF mostrou as
bandas caracteristicas dos grupos funcionais presentes na PSF
(Figura 18a). As principais bandas de absorcdo identificadas
foram em 1585, 1504 e 1486 cm™, referentes as vibracdes de
deformactes axiais de C=C de anéis aromaticos; em 1240 cm
devido ao estiramento vibracional de C-O-C; em 1321 e 1150
cm* correspondem as vibracdes dos estiramentos assimétrico e
simétricos do S-O, respectivamente (LEO et al., 2012).

No espectro da membrana com o filme fino de PA (MC)
(Figura 18b) foram identificas as bandas da PSF, porém
apareceram dois ombros caracteristicos da PA na regido de 1656
cm? atribuido ao estiramento vibracional da C=0O da amida | e
em 1610 cm correspondente as vibracdes do nucleo do anel
aromatico. Na regido de aproximadamente 1560 cm, também
deveria aparecer a banda de absorcdo fraca referente ao
estiramento vibracional de C-N e amida Il (JIN et al.,, 2012;
KHORSHIDI et al., 2016). Esta banda fraca ficou sobreposta pela
banda de 1585 cm™ da deformacdo axial de C=C de anéis
aromaticos da PSF. Os ombros da PA apresentam pouca
intensidade e ndo chegam a formar uma banda definida devido a
espessura reduzida do filme fino visualizada nas micrografias de
MEV (=300 nm) em relagdo a espessura da membrana de PSF
(=100 pm).

Os espectros das membranas ndo mostraram alteracdes
visiveis apds a adi¢do de 0,25, 0,50 e 1% de NBZnO@AF no
filme de PA. O mesmo comportamento foi observado nos estudos
de Leo et al., (2012) que incorporaram de 1 a 4% de NP ZnO em
membranas de PSF.

4.3.3 Microscopia eletrénica de varredura com fonte de
emissao de campo (MEV-FEG)

A Figura 20 apresenta as imagens de MEV-FEG da
superficie e da secao transversal das membranas produzidas. A
partir das imagens da superficie das membranas, observar-se
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que o suporte de PSF apresentou poros de tamanhos
nanometricos.

Figura 20. Imagens de MEV das membranas produzidas. PSF =
membrana de PSF pura (suporte). MC = membrana com filme fino de
PA sem NB. MF = correspondem as membranas com filme fino de PA
com 0,25, 0,5 e 1% de NBZnO@AF. As setas brancas e as barras

indicam o filme fino de PA sobre a membrana suporte.
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A alteracdo da morfologia da superficie (rugosidade) da
membrana com formagdo do filme fino de PA sobre as
membranas MC, MF025, MF050 e MF1 é evidente. A superficie
apresentou-se aspera com glébulos fortemente entrelacados.
Esta morfologia € conhecida como estrutura “ridge-and-valley”,
que é a morfologia tipica apresentada por membranas de PA
formadas a partir de MPD/TMC (XU; WANG,; LI, 2013).

As superficies das membranas apresentaram morfologia
semelhante para MC, MF025, MF050 e MF1, porém as
membranas se tornaram mais asperas (rugosas) conforme o
aumento na concentracdo do NB adicionado no filme fino de PA.

Esta caracteristica no aumento da rugosidade da superficie
conforme o aumento da inser¢cdo de NM no filme de PA também
foi observada por Jeong et al., (2007), que estudaram a insercdo
de zedlitas (0, 0,0004%, 0,01%, 0,04%, 0,1% e 0,04%) no filme
fino de PA, formado a partir de MPD/TMC sobre suporte de PSF.

Nas imagens das sec¢fes transversais, observa-se que
todas as membranas produzidas apresentaram tipica estrutura
assimétrica para o suporte de PSF, apresentado longos poros
longitudinais (“finger-like pores”).

E possivel visualizar faciimente que houve a formacdo do
filme fino de PA sobre a membrana suporte para todas as
amostras (MC, MF025, MF0O50 e MF1), confirmando que as
membranas produzidas sdo membranas nanocompoésitas de
filme fino, corroborando com os dados de FTIR. A espessura do
filme formado foi de aproximadamente 350 nm. E importante
ressaltar que devido morfologia irregular, caracteristica do filme
de PA, ndo é possivel dar uma medida exata da espessura do
filme, conforme explicam Misdan et al., (2013).

A espessura do filme de PA que sera formado esti
relacionada com as propriedades estruturais da membrana
suporte. De modo geral, membranas que apresentam tamanho
de poros menores em sua superficie, tendem a formar filmes
mais espessos, devido a maior regularidade da superficie da
membrana (MISDAN et al., 2013).

As anadlises por EDX realizada no momento da captura das
imagens por MEV-FEG confirmaram a presenca do Zn nas
membranas produzidas (Apéndice 3), demonstrando que o
NBZnO@AF foi incorporado na membrana com éxito.
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4.3.4 Angulo de contato (AC)

A hidrofilicidade das membranas foi determinada pela
analise de AC (Figura 21).

Figura 21. Angulo de contado das membranas.
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Os dados demonstram que houve o aumento do AC,
conforme o aumento da concentracdo de NBZnO@AF no filme
de PA. Contudo quando, se compara a membrana suporte de
PSF com as membranas de filme fino, observa-se a diminuicdo
do AC.

Ou seja, as membranas apresentaram carater hidrofilico,
porém houve a diminuicdo da hidrofilicidade das membranas
conforme o aumento da concentracdo do NM. Esta afirmacao é
possivel pois sabe-se que se o angulo for igual a zero, as
membranas sdo consideradas superhidrofilicas; se o angulo for
menor que 90°, a superficie é hidrofilica; se o angulo for maior ou
igual a 90°, a membrana € hidrofébica e as membranas que
apresentam angulo maior que 150° sdo consideradas
superhidrofébicas (FURMIDGE, 1962).

O aumento da hidrofilicidade pode ocorrer por dois
motivos: (1) os NM podem hidratar e liberar calor ao entrar em
contato com a solugdo aquosa MPD. Este processo pode afetar
a reacdo de Pl entre MPD e TMC, e posteriormente a estrutura
guimica do filme fino de PA. Se mais numero de grupos de
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cloreto de acilo em TMC permaneceram na superficie sem reagir
com grupos de amina, a hidrélise do cloreto de acilo poderia
gerar grupos funcionais de acido carboxilico; assim, a
hidrofilicidade da superficie aumentaria. E (2), os NM com
caracteristicas hidrofilicas incorporados podem ser expostos na
superficie da membrana, proporcionando mais grupos funcionais
hidrofilicos em sua superficie (KIM et al., 2000; WU; TANG; WU,
2013; YIN; DENG, 2015).

Isto &, o AC depende da composicdo quimica na superficie
e da interacdo sélido-liquido. Assim, com a adicdo de maiores
concentracbes de NM podem ocorrer mais interagdes quimicas
com os solventes utilizados, reduzindo o nimero de sitios ativos
da membrana.

De acordo com Vieira et al., (2011) se a interacdo entre o
sélido e o liquido estiver alta, o dngulo de contato sera menor e
a presenca de grupos polares superficiais provoca uma
diminuicdo no angulo de contato devido a maior interacdo entre a
superficie solida e o solvente polar.

Dipheko et al.,, (2017), estudaram a incorporagdo de
diferentes concentragdes NP ZnO em membranas de PES. Os
autores verificaram o aumento do AC quando 2% de NP ZnO
foram incorporados nas membranas. Este aumento no AC na
maior concentracdo testada foi atribuido a aglomeragdo e
agregacdo de NP na matriz da membrana, levando a néo
homogeneidade da superficie, conforme também observado por
Damodar et al., (2009).

4.3.5 Compactacéao

Antes de iniciar os ensaios com NaCl e MgCly, foi realizada
a compactacdo das membranas, pela medida de fluxo de agua
OR (J), variando-se a pressdo do sistema de 10 a 2 bar em
intervalos de 2 bar.

Ap6s 4 h de compactacao (tempo total para o gradiente de
pressdo), houve o adensamento da estrutura dos poros e as
membranas atingiram fluxo em estado estacionario. O fluxo de
agua aumentou linearmente com o aumento da pressao,
demonstrando que o procedimento utilizado para compactacao
foi eficiente e preciso e as membranas estavam apropriadas para
serem utilizadas nos ensaios subsequentes. As membranas
utilizadas para os ensaios apresentaram R? entre 0,80 a 0,999.
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4.3.6 Permeabilidade hidraulica (Py)

A determinacdo da P,foi realizada utilizando agua OR. A
permeabilidade hidraulica apresentada pelas membranas
produzidas na Rice University e no LABTOX-UFSC pode ser
observada na Figura 22.

Figura 22. Permeabilidade hidraulica das membranas.
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As membranas preparadas na Rice University
apresentaram permeabilidade semelhantes de + 0,50 L/h.m?.bar,
enquanto que as membranas produzidas no LABTOX-UFSC,
apresentaram permeabilidade variada.

Esta variacdo na permeabilidade apresentada pelas
membranas produzidas no LABTOX-UFSC pode estar
relacionada aos parédmetros que influenciam na producéo das
membranas, como temperatura e umidade. Na Rice University
estes parametros eram melhor controlados, devido ao laboratério
possuir sistema de refrigeracdo constante, garantindo que néo
houvessem variacdes bruscas de temperatura e umidade no
interior do laborat6rio tanto no verdo quanto no inverno, bem
como a capela de exaustdo de gases, possui ventilacdo com
fluxo de ar controlado que é aferido semanalmente pelos
técnicos responsaveis.

Observa-se uma leve tendéncia na reducdo da
permeabilidade conforme a adicAo do NM. Contudo, as
membranas preparadas no LABTOX-UFSC apresentaram maior
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permeabilidade (+1,5 L/h.m?.bar) quando comparadas com as
membranas produzidas na Rice (0,4 L/h.m?.bar).

Novamente esta diferenca pode estar associada com a
diferenca interlaboratorial nas condicbes de preparo das
membranas, resultando em membranas com diferente
porosidade, tamanho de poro e espessura do filme fino;
parametros que alteram suas propriedades (ALHOSHAN et al.,
2013).

4.3.7 Fluxo de permeado

Ap6s a compactacdo das membranas ao gradiente de
pressdo (10 a 2 bar), as membranas passaram a permear
solucéo salina de NaCl e MgCl» (concentracéo das solugdes igual
a 2000 mg.L ) em funcgédo da presséo aplicada (4, 6 e 8 bar).

A Figura 23 apresenta o fluxo de permeado das solucdes
salinas de NaCl e MgCl,. O fluxo de permeado tendeu a
aumentar em funcdo do aumento da pressdo (SCOTT, 1995), do
mesmo modo em que ocorreu na compactagdo, este resultado
novamente demonstra que as membranas utilizadas nos ensaios
foram preparadas com éxito.

O fluxo de permeado de NaCl (Figura 23a) foi menor
guando comparado com o fluxo de permeado de MgCl, (Figura
23b), corroborando com o0s resultados de permeabilidade
hidraulica (Figura 23), onde as membranas preparadas na Rice
University (utilizadas para filtrar a solugdo de NaCl) apresentaram
menor permeabilidade.

As membranas MF025 e MF0O50 apresentaram 0s maiores
fluxos NaCl nas maiores pressdes. Para MF050 a 8 bar, o fluxo
de permeado foi de aproximadamente 9 L/h.m?2.bar e para MF025
este foi de 7 L/h.m?.

Para o fluxo permeado de NaCl, as membranas MF1
exibiram os menores fluxos em todas as pressdes testadas.



124

Figura 23. Fluxo permeado de (a) NaCl e (b) MgCl> em funcéo da presséo.
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Estes resultados demonstram que apesar da caracteristica
hidrofilica do ZnO, o aumento da concentracdo de NBZnO@AF
nas TFN, reduziram o fluxo de permeado de NaCl, corroborando
com os resultados de AC e permeabilidade hidraulica.

Para o fluxo permeado de MgCl;, a membrana MF025
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apresentou maior fluxo para todas as pressbes testadas em
comparagdo as demais membranas, corroborando com 0s
resultados de AC e permeabilidade hidraulica.

A membrana MF050 apresentou menor fluxo de permeado
de MgCl; para todas as pressoes testadas quando comparada a
MF025 e MF1, corroborando com os resultados de
permeabilidade, aonde esta membrana também apresentou
menor permeabilidade do que MF025 e MF1.

Sabe-se que o fluxo de uma membrana esta relacionado
as propriedades das membranas, tais como a porosidade, tipo e
tamanho de poro, espessura da superficie da membrana e
hidrofilicidade (BAKER, 2012), assim, alteracbes nestes
parametros, na hora de sua producéo, levam a altera¢bes na sua
estrutura e consequentemente, no fluxo de permeado das
membranas.

A aglomeragdo do NM em algumas partes da membrana
pode ocorrer durante o processo de preparo das membranas e
isto também pode contribuir para a alteracdo da eficiéncia de
operacdo da membrana (DAMODAR et al., 2009).

No inicio da filtracdo, para ambas as solu¢des salinas, foi
observado um maior fluxo e este decaiu em funcéo do tempo até
atingir um estado quase estacionario. Este comportamento pode
estar relacionado aos efeitos da polarizagdo por concentracgéo,
na fase inicial, e posterior incrustacdo da membrana (fouling) na
fase estacionaria (MULDER, 1996; ZIN, 2014).

Ao comparar os valores de fluxo de permeado de NaCl e
MgCl, das membranas MF (025, 050 e 1) com as membranas
controle (MC), constata-se que o fluxo de permeado de todas as
MF foi superior em relacdo a MC, demonstrando que a insercao
do NM aumenta o fluxo das solucdes.

O aumento do fluxo de permeado apds a incorporacao de
NB ZnO em membranas TFN (PSF/PA), também foi observado
nos estudos de Isawi et al., (2016). Pal et al., (2015) também
obtiveram resultados de fluxo de permeado elevados quando NP
ZnO foram incorporados nas membranas TFN de PSF/PEI.

Segundo Lind et al., (2009) a melhora do fluxo esta
atribuida & presenca de NM na zona de reacéo interfacial, o que
incide na cinética da reacdo de Pl por fatores como mudanca na
miscibilidade das fases aquosa e orgéanica através do calor de
hidratagéo liberado dos NM, mudanca na taxa de difusdo dos
mondmeros que, consequentemente, altera a densidade de
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reticulacio da rede de polimeros e a natureza
hidrofilica/hidrofbica das superficies de membrana.

4.3.8 Retencdo de sais

Os ensaios de retencdo foram realizados com solugédo de
alimentacdo de NaCl e MgCl, na concentragdo de 2000 mg.L?
para ambas as solugdes. A retencdo dos sais foi avaliada nas
pressbfes 4, 6 e 8 bar.

Os resultados obtidos nos ensaios de retencdo de sais
podem ser observados na Figura 24.

Figura 24. Retencéo de sais (a) NaCl e (b) MgCl2 para MC, MF025,
MFO050 e MF1. Tempo de filtracdo = 1 h. Concentragdo: 2000 mg.L™.
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As membranas MF utilizadas nas filtracdes de NaCl (Figura
24a), apresentaram aumento na retencdo do sal conforme o
aumento da concentracdo de NBZnO@AF inserido no filme fino
de PA e conforme a pressao aplicada. MF1 apresentou a maior
retencdo, atingindo aproximadamente 45% e 64% nas pressdes
4 e 6 bar, respectivamente.

O mesmo comportamento foi observado por Mehdipour et
al., (2015). Os autores estudaram a retencdo de Pb*?> em
membranas de comerciais de filme fino de PA aplicadas a NF e
verificaram que nas maiores concentracfes testadas (200 e 400
mg.LY) houve o aumento da retengdo de Pb*? conforme ao
aumento da pressao utilizada (de 10 a 40 bar).

De acordo com Al-rashdi et al., (2013) e Gherasim et al.,
(2013), quando a pressdo transmembrana aumenta, dois
fenbmenos ocorrem, simultaneamente: 1) ao aumentar a
pressdo, mais o soluto é forcado na superficie da membrana
levando a polarizagdo da concentracdo e consequentemente, a
diminuicdo da rejeicdo do soluto; 2) aumentando a pressao, 0
fluxo de solvente sera aumentado, mas o transporte de soluto
através da membrana é dificultado por efeitos estéricos
elétricos. Como resultado, um aumento na rejei¢cdo de soluto
obtido a medida que a permeacdo da agua se torna maior
pressdes mais altas. No entanto, a difusdo de soluto n&o
afetada pela pressdo, uma vez que esta é controlada pela
concentracdo de soluto (AL-RASHDI et al., 2013; GHERASIM et
al., 2013).

Embora tenha ocorrido o aumento da rejeicdo de NaCl
conforme o aumento da concentracdo de NBZnO@AF, este
aumento ndo foi maior do que os resultados de retencdo obtidos
pela MC. O mesmo comportamento também foi observado nas
membranas utilizadas para filtrar a solucdo de MgCl,. MC obteve
até 45% de retencdo de MgCl, (pressdo 8 bar), enquanto que a
maior reten¢cdo nas membranas MF, ocorreu para MF50 na
presséo 4 bar, atingindo 15% de retencéo.

Ficou evidente que as membranas produzidas foram mais
eficientes para a remocdo de sais monovalentes (NacCl),
atingindo até 64% de retencdo para a MF1, do que para a
retencdo de sais bivalentes (MgCly).

A faixa de retencdo de sais monovalentes por NF esti
entre 0 e 70% (MOHAMMAD et al., 2015). Desta forma, o valor
de retencdo obtido pra MF1 é um resultado interessante, uma

> DD
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vez que a incorporacdo de 1% de NM é uma quantidade
relativamente baixa e que as membranas apresentaram aumento
da retencdo conforme aumento na concentracdo de NBZnO@AF.
Este resultado pode ser um indicio de que se fossem utilizadas
concentracdes mais elevadas de NBZnO@AF no filme fino de
PA, a retencdo de NaCl poderia ser ainda mais elevada.
Contudo, para afirmar esta hipdtese, mais estudos se fazem
necessarios.

Alhoshan et al., (2013) estudaram a adi¢cdo de NP ZnO (0,1
e 0,2%) em membranas de PSF e obtiveram resultados
semelhantes de rejeicdo de NaCl e MgSOa4 entre as membranas
controle de PSF e as membranas com NM. Segundo os autores
a membrana de PSF apresentou retencdo de 76% de NaCl e
93% de MgSOQO4, enquanto que as membranas com 0,1 e 0,2% de
NP ZnO apresentaram 77 e 93% de retengcdo de NaCl e MgSOQOa.,
respectivamente, demonstrando que adicio do NM néo
aumentou a eficiéncia de retencado das membranas.

Emadzadeh et al., (2015) estudaram a incorporacdo de
diferentes concentracbes nanotubos de titanato amino-
funcionalizados (-NH>) (0, 0,01, 0,05 e 0,1%) no filme fino de PA
de TFN aplicadas a OR. Segundo os autores, para a maior
concentracdo de NM testada (0,1%) a retencdo de NaCl foi
menor quando comparada a membrana controle e as demais
concentragbes utilizadas. A retencdo diminui de 94% na
membrana controle para 85% na TFN 0,1%. De acordo com o0s
autores, 0 excesso de adicdo de nanotubos de titanato amino-
funcionalizados tende a diminuir o grau de reticulacdo de PA e/ou
aumentar os microvazios entre o0 NM e matriz polimérica, o que
pode afetar negativamente a rejei¢cao do sal.

4.3.9 Liberacdo de ions Zn das membranas

A cinética da liberagéo de ions Zn das membranas MF025,
MF050 e MF1 foram realizados ensaios em escala de bancada
durante 72 h e as amostras foram analisadas por ICP-OES.

Os resultados dos ensaios de liberacao de ions podem ser
vistos na Figura 25. Houve o aumento da liberagdo de ions Zn,
conforme o tempo de lixiviagdo, bem como o aumento da
concentracdo de NBZnO@AF nas membranas.

A liberacdo de ions pelas membranas, bem como sua
liberacdo gradativa, pode favorecer a prevencéo a incrustacéo
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biolégica (biofouling), ampliando a vida atil da membrana, porém,
sd0 necessarios mais estudos para comprovar esta hipotese.

Figura 25. Liberacao de ions das membranas ap6s 72 h de lixiviagéo.
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A liberacdo de ions por membranas nanocompdsitas
também foi observada nos estudos de Isawi et al., (2016) que
verificaram a liberacdo de NP ZnO de membranas TFN por 10
dias e concluiram que 85% dos ions Zn lixiviaram da membrana
nos primeiros quatro dias de teste, contudo o total lixiviado apds
10 dias de teste, representou apenas 3,37% do total de ions
incorporados na membrana. Os autores observaram ainda que a
lixiviacdo dos ions atingiu estado estacionario no sexto dia de
teste e que o montante lixiviado nos quatro primeiros dias pode
estar relacionado a dissolugdo de NP ZnO que nado reagiram
completamente com a superficie da membrana.

J& Shahmohammadi Jebel; Almasi, (2016), avaliaram a
liberacdo de NP ZnO de membranas celulésicas bacterianas e
verificaram que a NP ZnO liberaram ions gradativamente,
atingindo 23% de liberacdo apds 96 h de teste.

4.3.10 Teste de toxicidade com as membranas

A potencial toxicidade aguda das membranas foi avaliada
utilizando o organismo D. magna. Os resultados obtidos podem
ser visualizados na Tabela 17.
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Tabela 17. Resultados dos testes de toxicidade aguda com D. magna
utilizando a &gua de lixiviagdo das membranas. Parédmetro =
mortalidade. Tempo de teste =48 h. n = 10.

Amostra em H.0 UP

MF025 MF050 MF1
Tempo de Fator de diluicéo
lixiviagao (h)

0O 2 4 8 0 2 4 8 0 2 4 8
0 10 0 0 0 10 0 O O 10 0 o0 O
12 10 0 0 0 10 0 O 1 10 0o o0 O
24 10 0 0 0 10 1 O O 10 1 0 O
48 10 0 0 0 10 0 O O 10 0o o0 1
72 10 0 0 1 10 0 O O 10 0o o0 O

Amostra em meio ISO

0 0O 0 OO O O OO O O 0O
12 0O 0 0O O O OO O O 0 O
24 0O 01 0 O O 1 0 O 0 0 O
48 0O 0 OO O O OO O 1 0 o0
72 0O 0 OO O 1 00O O O 0O

Mortalidade no controle =0

Primeiramente as membranas foram lixiviadas em agua UP
por 72 h. As aliquotas de agua foram removidas nos tempos 0,
12, 42 e 72 h e testadas nos fatores de diluicdo (FD) O, 2, 4 e 8.
Nesses ensaios, a mortalidade das daphnias foi de 100% no fator
de diluicdo 0. Isto ocorreu devido a falta de nutrientes na agua
utilizada. Nas demais diluicbes ocorreram mortes ocasionais,
permanecendo dentro do limite de 10% aceitavel segundo a NBR
12713 (ABNT, 2016), ndo apresentando assim toxicidade.

Devido ao FD 0O ter apresentado 100% de mortalidade,
decidiu-se realizar os ensaios nas mesmas condicfes, porém
adicionando as membranas em meio ISO, para se ter certeza
gue a mortalidade dos organismos-teste ocorreu devido a falta de
nutrientes no meio.

Os resultados demonstraram que ndo houve mortalidade
em FD 0 quando as membranas foram lixiviadas em meio ISO.
Ocorreram mortes esporadicas das daphnias nos demais FD,
permanecendo dentro do limite de 10%, ndo caracterizando
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toxicidade.

Estes resultados demonstram que apesar de ter ocorrido a
liberacdo de ions Zn das membranas para o meio (Figura 24),
estas concentracdes ndo foram suficientes para causar efeitos
agudos nos organismos D. magna. Desta forma, as membranas
preparadas podem apresentar propriedades anti-incrustacao
biolégica, devido a -caracteristica biocida do ZnO, sem
comprometer os demais organismos aquaticos.

A toxicidade aguda de membranas poliméricas também foi
avaliada por Nogueira, (2012) utilizando o organismo Daphnia
similis. A autora avaliou a toxicidade de membranas de PSF/QTS
reticuladas ou ndo com diferentes concentracdes gluteraldeido.
Os resultados encontrados por Nogueira (2012) demonstram que
nenhuma das membranas produzidas apresentou toxicidade
aguda.

Ja a toxicidade de membranas poliméricas utilizando o
organismo D. magna foi investigada por Oliveira, (2016). A autora
realizou testes com membranas de PSF, membranas de PSF
com incorporacdo de nanotubos de SiO, e membranas de
quitosana com nanotubos de SiO, amino-funcionalizados. De
todas as membranas testadas, apenas a membrana de quitosana
com nanotubos de SiO» amino-funcionalizados apresentaram
baixa toxicidade (CE5024n) = 3250 mg.L?) para as daphnias.






5. CONCLUSOES

Este estudo apresentou como principal objetivo avaliar a
toxicidade de NBZnO e NBZnO@AF e aplicar os NB em uma
membrana polimérica nanocomposita de filme fino. Diante dos
resultados obtidos e das hipGteses levantadas, € possivel
concluir que:

o O NM utilizado estava na escala nanométrica,
apresentando formato de bast&o e cristalinidade hexagonal. Bem
como foi possivel confirmar que ocorreu a amino-funcionalizacdo
dos mesmos.

) Os NBZnO e NBZnO@AF foram capazes de causar efeitos
agudos em D. magna em baixas concentracdes (< que 3 mg.L?),
induzindo a geracéo de espécies reativas de oxigénio.

o A amino-funcionalizacdo do NB o tornou mais toxico,
devido a adicdo de uma molécula organica em sua composicao,
facilitando a interacdo NM-sistema biologico.

o As micrografias revelaram que os NB foram internalizados
pelos organismos-teste D. magna, encontrando-se acumulados
no interior do intestino do organismo. Este contato do NB com o
interior do intestino foi capaz de alterar a morfologia das células
intestinais.

. Os NB foram capazes de causar efeitos crénicos sobre o
crescimento, a reproducéo e a longevidade dos organismos D.
magna.

. Os testes multigeracionais de recuperacdo com D. magna
demonstraram que a exposi¢do parental aos NB afeta as futuras
geracbes das mesmas, causando efeitos crbnicos sobre a
longevidade, reproducao, tempo para primeira prole e nimero de
posturas. F1 apresentou ter sido mais afetada pela exposicéo
parental aos NB do que F12, contudo os filhotes da 122 geracéo
demonstraram um indicio de recuperacdo apenas apés 15° dia
de teste.

) Nos testes multigeracionais de recuperacao, os parametros
de ciclo de vida foram capazes de detectar os efeitos cronicos
em F1 e F12 mesmo apds a remocéao da fonte de contaminacao;
apresentaram-se assim, como ferramentas praticas e simples
gue podem elucidar possiveis danos na ecologia dos organismos
estudados.
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o Os NB causaram toxicidade aguda ao organismo A.
fischeri, porém em concentracbes elevadas (> 14 mg.L?).
Estando a menor toxicidade associada as caracteristicas do meio
teste.

. Os NB diminuiram a viabilidade celular de N2A apds 24 h
de exposicédo, sendo capazes de induzir a geracédo de espécies
reativas de oxigénio e alteracfes nos niveis de lipoperoxidacao.

o Comparando a toxicidade dos NB com o controle positivo
de ZnSO.4, é possivel afirmar que a toxicidade dos NB nao esta
associada apenas a liberacao de ions Zn no meio, mas também
com as caracteristicas do NM, como tamanho diminuto e elevada
area superficial, que podem acabar facilitando o transporte
transmembrana e levar a liberagéo de ions no interior das células
dos organismos, potencializando seus efeitos.

) Baseado nos resultados obtidos, se faz necessério estudar
as diferentes formas de NM ZnO, uma vez que a forma do NM
influencia na sua toxicidade, para uma melhor compreensao das
interacdes e efeitos desses materiais com 0s organismos.

. A caracterizacdo das membranas por MEV-FEG e FTIR
demonstraram que as membranas preparadas apresentaram
caracteristicas especificas de TFN, comprovando que foram
produzidas de maneira correta.

. A incorporacdo de NBZnO@AF no filme fino das
membranas diminuiu sua a hidrofilicidade e permeabilidade
hidraulica. Este fenbmeno pode estar associado as
concentracdes utilizadas que podem ter sido elevadas.

. Apesar da leve reducdo da hidrofilicidade e da
permeabilidade hidraulica, as membranas com incorporagdo de
NBZnO@AF, apresentaram maior fluxo quando comparando as
membranas controle.

o Nos ensaios de retencdo de sais NaCl e MgCl,, as
membranas apresentaram moderada e baixa e retengdo de sais.
As membranas utilizadas nos ensaios de filtracdo com NaCl
demonstraram maior rejeicdo atingindo até 64% de retencao.

o As diferengas apresentadas pelas membranas estdo
também relacionadas ao fato delas terem sido preparadas em
laboratédrios diferentes, o que leva a uma interferéncia na
estrutura das membranas, uma vez que, condicbes como
temperatura e umidade interferem em suas caracteristicas finais.

. Houve a liberacdo de ions Zn pelas membranas. A
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liberacdo de ions aumentou conforme o aumento na
concentracdo de NBZnO@AF nas membranas e conforme o
tempo de lixiviagdo. A liberacdo gradual de ions pela membrana
auxilia na prevencéo ao biofouling, podendo aumentar a vida util
da membrana.

. Apesar de haver a liberagdo de ions da membrana para o
meio, a quantidade liberada ndo foi capaz de causar efeitos
agudos em D. magna.






6. RECOMENDACOES

Com base nos resultados obtidos, algumas
recomendacdes para pesquisas futuras baseadas neste estudo
sao:

. Realizar teste cronico multigeracional, com e sem
exposi¢cdo aos NM, com D. magna acompanhando todo o seu
ciclo de vida (aproximadamente 60 dias).

. Realizar testes cronicos com os filhotes de D. magna dos
testes multigeracionais, com e sem exposi¢cdo aos NM.

. Avaliar os efeitos dos NM a nivel bioquimico em todos os
organismos estudados.

. Testar um gradiente maior de concentragbes de
NBZnO@AF no filme fino de PA.

o Realizar testes anti-incrustacdo biolégica com as
membranas.

. Inserir o NM no filme fino de PA utilizando outra técnica de
preparacéo.

. Preparar, caracterizar e avaliar membranas TFN com
diferentes concentra¢des de NBZnO.

. Realizar os ensaios de retencdo com outros sais além de
NaCl e MgCls.

° Ao ser desenvolvido um produto que contenha NM em sua

composicdo, recomenda-se testar a toxicidade dos NM e a
toxicidade dos produtos aonde os NM foram inseridos.
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8 APENDICES

Al CURVA DE CALIBRAGAO PARA A QUANTIFICACAO DO
MDA

Foram realizadas 8 diluicbes do padrdao 1,133 -
Tetramethoxypropano, mas apenas 4 diluicbes foram utilizadas
para a construcdo da curva de calibracdo do MDA.

As andlises foram realizadas por HPLC e os valores das areas
dos picos de injecdo estdo apresentados na Tabela Al. A partir
do célculo das médias das areas dos picos, foi possivel construir
a curva de calibragdo (Figura Al) que foi empregada para a
quantificacdo do MDA nas amostras de células.

Tabela Al. Dados para a construcéo da curva de calibracdo do MDA.

MDA (nM) | Area do pico (uV.S)
3,75 27,70
7,5 47,50
15 101,40
30 180,31

Figura Al. Curva de calibragdo utilizada para a quantificacdo do MDA.
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A2 CURVA DE CALIBRACAO PARA A QUANTIFICACAO DE
PROTEINAS, METODO BRADFORD (1976)

Para a construcdo da curva de calibracdo de dosagem da
proteina para as células foram definidos 5 pontos
correspondentes a uma gama de concentragcbes do padrdo
albumina bovina (BSA). A leitura foi realizada através de
espectrometria de ultravioleta (UV), com comprimento de onda
de 595nm (Tabela A2) A partir dos valores de absorbancia foi
possivel construir a curva de calibragdo (Figura A2) que foi
empregada na quantificacdo da proteina nas amostras celulares
para o ensaio de LPO. O resumo dos dados da quantificagdo de
proteina e de MDA esta apresentado na Tabela A3.

Tabela A2. Dados para a construcéo da curva de calibracdo BSA.

BSA (mg.mL?) | ABS em 595 nm
3,125 0,56
6,25 0,57
12,5 0,62
25 0,72
50 0,89

Figura A2. Curva de calibracdo da proteina.
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Tabela A 3. Dados de MDA e quantificacdo de proteinas do controle
negativo (CN), do ZnSO4 (CP), do NBZnO@AF e do NBZnO. Os valores
ao lado dos nomes das amostras correspondem as concentragdes em
mg,Lutilizadas nos testes de citotoxicidade para verificac&o dos niveis
de LPO.

Area Corregéo

Proteina MDA
Amostra (-jo MDA em 595 nm da, (nM/mg de Média DP
pico (nM) (mg.LY) proteina proteina)
(1V.S) (mg.Y
CN 127,16 20,53 141,56 1627,94 12,61 11,96 0,93
CN 113,16 18,14 139,60 1605,40 11,30
CP 0,15 121,62 19,59 132,39 1522,49 12,86 12,85 0,01
CP 0,15 117,11 18,82 127,38 1464,87 12,85
CP15 154,79 25,24 137,79 1584,59 15,93 18,70 3,92
CP15 195,65 32,21 130,42 1499,83 21,47
CP 15 250,17 41,50 134,17 1542,96 26,90 26,10 1,13
CP 15 256,10 42,51 146,10 1680,15 25,30

NBZnO@AF 0,13 222,47 36,78 145,49 1673,14 21,98 2291 131
NBZnO@AF 0,13 223,09 36,88 134,55 1547,33 23,84

NBZnO@AF 1,3 116,40 18,70 64,21 738,42 25,32 24,56 1,08
NBZnO@AF 1,3 110,45 17,68 64,62 743,13 23,79

NBZnO@AF 13 256,48 42,58 143,73 1652,90 25,76 26,61 1,21
NBZnO@AF 13 267,14 44,39 140,56 1616,44 27,46

NBZnO 0,32 146,64 23,85 134,55 1547,33 15,41 16,37 1,36
NBZnO 0,32 164,96 26,97 135,32 1556,18 17,33
NBZnO 3,2 213,07 35,18 141,56 1627,94 21,61 20,35 1,78
NBZnO 3,2 183,65 30,16 137,36 1579,64 19,09
NBZnO 32 243,99 40,45 139,60 1605,40 25,19 26,18 1,40
NBZnO 32 253,37 42,05 134,55 1547,33 27,17

Para a correcdo da diluicdo da dosagem de proteinas utilizou-se
a seguinte Formula (1A):
(1A)
Quantidade de protepinas X 0,50 x 0,23
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A3 ESPRECTROS DE EDX DAS MEMBRANAS DE PSF,
MF025, MFO50 E MF1. AS SETAS INDICAM A POSICAO DO Zn

1 PSF . MF025

MFO050 s b MF1




9. ANEXO

Al CARTA CONTROLE UTILIZANDO DICROMATO DE

POTASSIO COMO SUBSTANCIA DE REFERENCIA PARA O
ORGANISMO D. magna

Carta-controle de Sensibilidade

T L

+25L=1,2139

X=0,9856

CEsoash) mg.L?

-25L=0,7572

JAN

T T T — T
10 13 16 19 22 25

T

T
1 4

1

~

Fonte: A autora.

A linha central representa a média.
As linhas superior e inferior representam de desvio da média de
20.

Para que os testes sejam considerados validos os valores de
CE50wgn) para K2Cr.07 devem estar dentro do intervalo de +2 6,
ndo ultrapassando o limite de 6 testes para cada lado do desvio.
Caso apresentem valores de sensibilidade aos

intervalos
superior ou inferior os testes devem ser descartados.
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Ecpwondz Time [Tody M) nmdina o o thedr
[EE——— physinchemical propesties Howesesr, the increasing use of Zo0 WM bas lad i concerm regarding their en-
e s virenmental impaes In this smdy, the aeme and chrenie toselry of ZoD nanoreds (MR} bare (ZnCR) and
Hamarala s Sanctioma lineod (ZRCNRATAT) torenrd the Dapniz magna The
Amiasfmcimaingion
. T MR were by elerzron (TEM), X-Ray diffr (MAD), Fourier
m“”" o wransdorm indrared specirescopy (FTIR), and the refa potential and hydrodymamic diameter (D) The acme
[ - BCS Oy e foa D, I NREAF than e ToOMR. The gessation of
seactive axygen species (ROE) wis dhserved in boh MM Regarding the ehron e o ciry, the ToDMREFAF wese
again fvond fobe more ook than the Zo0MR wward B, magne An efie oo longevity was observed for Zo0NE,
while ZRONREPAF affeced the neprodusion, groweh and lon gevity. In the molt geserat oal fecovesy B, Wi
SR atls alfs e
he Zod MR
1. Introducton interactions, highlighting the importance of reseanching the ioavadl -
ability, degradability, resctivity and toxicity of NM (Ehanna =t al,
Due i the fast growth of the gy damain, 2015,

iak (NM) are being used in a wide variety of iations in the in-
dustrial, domestic and health ssctors (Nel et al | 2006). These NM can
be applied in their pure farm ar following suface funcionalimtion
with NM, polymers, surfactant or ligands, which modify the physics-
chemical propertiss and emhance the performance of the material
(Hango etal, 2013} However, the surface modificadion of NM can also
aler their toxicological properties, resulting in an incremse of the
oty (Perresult ot 2l , 201 % Vicmtini & al, X17), redodion of ihe
towidity (BofE =t al., A117; Rometto ot al., 20 14h) or in some cases, it
does not influsnce in the oxicity of the NM {Wallin et 21, 20070

At the nanascle, the properties of materiak may differ =ignifica ntly
from those of the respective bulk materials (Ross=tio =t al, 20142} The
same particular characteristics of MM that permit their application in
many products, soch 2s small sire, high suface anea and capacity for
agglomeration or dispersion, can fadHiate their trans location between
env a iological tramspart, and cellular
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The toxidty effects of NM are asodaied with several fctors, -
chuding: (a) the WM themselves, which can be toxic when taken up by
orgamisms (Griffitt ot al, 2009% (b} the enhanced salubility of NM into
tawi c meetal ions in the case of metal and metal oxideNM (Blinova etal,
20105 Melegari et al, 213; Rowetto ot al , 20142k (c) the combined
effccts of fhe NMand the released jons, enhending the ioxicity (Faynion
et al, 201 1) and (d) & "Trojan harseeffect”, doeto the poss bility of the
nanoparticles (NF) entering the cell though mechanisms of inter.
naliz=tion and cawming damege inside the ol (Limbach =t 2l, 2007
Sabella et al, 3014}

Due to its specific aptical, magnetic, semimnducting, picvoclectric,
antihascterial propertizs and diverse growth morphalogiss (Vassem
et al , 20110}, Znl) is one of the most mmmonly wed metal oxide MM in
industry and in everyday products, such 25 personal mre products,
palymeric membranes for water trestment, aatings and antifouling
paings (Vassem =t al., 20140), with an estimated production of 30,000
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metric toms per year (BOC Reearch, 201 51 The rapid incresse in the
q:plﬂm d:homhzhdhhmﬂhnlgrd_d-d

inthe envin fwrms are s presentin
ever greader amounis {Nel o 2l 2004 Seldc etal |, 201 6) Neverthees,
the envirommental effects of these NM are sl not fully wmderstood
(Selck ot al, 20186}

The: toicity of Zni MM has been widely studisd and repornted in the
literature towarnd di fferent types of test organisms. Ann et 2l (2015)
ohserved that Znl NP with size between 20 and 40 nm were mars todc
to the 1929 fibroblest mouse cell lines than the particles with size be-
tween 50 and 80 mm. According to Humar =t 2l (2017) the mrfae
functionalization of Znd NP with polar groups @n enhance the inper-
action betwesn the NM and the bacerial cell wall, improving the an-
tihackerial property of Znd. In larval Damis rerio, Zndr NP were mane
o than ZnSdl, however, Znd NP did not invalve transcript alters.
tions but occwred a skight induced oel] differentiation and pathways
related with the immune sysem and sctivated divers key genes in-
wahed in cancer cell signaling compared to the zine salt {(Kim =t al,
2017

Regarding to the soute toxidty of Zo0 NP toward the freshwater
microcustacesn D magna, Blinova et al (2010) repanted an BCS0, 0y,
vahe of 26mg/L testing NP with 70mm. Santo =t al (2014) abtained
an BCS0 .y value of 3.1mg/l for NP> 100nm and BCS0; g, of
1.9mg/L for NP = S0nm. In 2 study by Heinlsan =t 2l. 2008) the
ECS04my of Zn0r NP in the range of 50-70nm owand [ magna was of
32mg/l Muwaznga a al {2014) observed the ovidative stress asso-
ciated o b due to the don. of [ magma to Znly
NP for 72 h. Bacchetta et al (201 6), observed marpho logical alterations
camzed by Znd NP in D. magna, however, the cytataxicity of Znd NP
was mainly attributed to the dissolved jons from e NP.

In contrast to the acute taxidty, the chronic effects of Zn0 NP -
warnd [. magna are poorly imestigated. Only a fiew studies reponied the
chronic oxicity to this NM. Zhao =t al (2012) observed effects on
growth and reproduction of . magna with a very low no observed of-
fect (NOEC) and lowest observed concentration (LOBC) values to the
reproduction perameter (0008 and 0.004mg Zn/l, respectivdyl,
comparing to the study of Adam =t 2l (2014) (00058 and 0.131 mg/1)
and Lopes et al. m: 4 (Mxm; /1) Bachetta et al. (20170 e
parted a = ion of the reprodo and ultrastrucmral
damages on [ magna after the chronic expasition to Znd NP

Stdies imvolving the multigenerational and remwvery phase ap-
proach of NM toward [ magna are less imeestigated than the chronic
toxicity. Thus, despite the efforss of the scientific community to wm-
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responses to envirommenta] stressars and their well know biclogy. How
D. magna are genetic clones, these organizms are ideal for mult-

k tesis. The conse) of the maternal exposures (PO} to
future generstions of daphnids (F1 and F13) were evalusted using the
effects in the ik gele parameters. The main questions of this study
were {2) Does the samples comme acuie effecs and the acute con-
cenirations @n indoce the generation of readtive axygen spedes? (W)
Does the chronic exposure a fact the life cycle parameters of D. magaa?
{c) Can the samples affet the future generations of D maga even when
the offspring was not directly exposure to the ssmples (after the ma.
termal exposure? And (d) are the fe cyde parameters able to detect
these effects on 2 multig enerational recovery test?

2. Material and methods
2.1 Chemicals

Al chemical praducts employed in the experiments wene obtained
from SigmaAlrich, Acvs Organics, ThermoPischer Sdentific and
Vater Quimica. They wers of ACS resgent grade and ussd without
prior treatment. Ulttapure (UF) water was generated by a Mili
Advantage A10 water puri figstion system (Milipore, USAL

22 Syméheds of ZONR

Zn0NR were synthesized 2= described by Yang and Lin, (201 1) with
minar modifimtions. Brisfly, @nc acetae (60 mmal) and potass um
hydrmcde (130 mmol) were solubilimed in 40 and 60 ml of methanol,
respectively, and the solitions was stmed under reflu for 72hat 60 'C.
The salid precipitate was isolated from the solution by eentrifugation
and washed three times with water and then ethanal . [t was then dried
for 48 h 2t 50°C.

22 1. Amsinefisr ionalisshion of Znl} NR

The Zn(WR swice was aminefunctimalized according to
Wicentini et 2l. (2017 with minor modifications. Briefly, Zn0WNR (1)
and 3] 2 {2 amin aetiy] aming Jeth ] 2mi no Jpropy trimethocy silans
{AEAEAPFTMS) (25 mmol) were added to 80ml. of anhydrous tolens
and the sohition was stimed under an argon atmosphene 2t room tem-
peramre for 24 h Zn0NREAF was isalated from the solution by -
trifugation, rinssd twice with ethanal and dried for 2h at 100°C. The
ZnONR@AF wers then washed with water and drisd for 48h at 50 'C.

23

derstand the mechanisms and impaces of these NM to the
there is still & gap on the understanding in how the NM can affect the
organisms after the exposre was removed and if the effecs of the
maternal exposume will be evident in the foture generations; and how
the mntinooms for several generations can affect the organ-
isms Bacchetta etal (2017, analyred the recovery of D. magna afier
chronic expasune to NP i) (21 days) until the end of the Ef cycle of
the daphnids (arund 60 dzys) and abserved a significant reduction in
langevity while the reproduction did not show signifient difference
from the control Conceming to the multigensrational tocidty ests
with NM, Arndt et al {2014) observed that some carbon NM did not
indure multigenerational inxicity on [ magna while others @n affert
the survival and reproduction of the organisms. Thess smdies demon-
strate that the Zn0 NP can affect the whal: i cycle of [ magaa and
ther foure generations, highlining the imporntance of condncing

Conzidering that mest of the smdies ahont Zn0 NM are carried out
with NP, thus, we stndied the Zn0) in a rod shape. In the present study,
we evalnated the acute, chronic and multigenerational effeds of
Zn0ONR and ZnONREAF in comparisan with rinc sulfate (ZnS04) by
exposing the freshwater mirrormstacean Daphmia magea i these ma-
terials. Daphmia are widdy wed a5 bicindiaors in toricdlogy studies
with M duc to their parthenogenctic reproductive strategy, good

of 20 NR

The crystalline strocture of Zn0 NR was determined by Xeray dife
fraction (XRD). The diffraction angle was recanded in the angular range
of 28= ("-80" 2t mom Empramre wing 2 Phigs XPot diE
fracmmeter equipped with a copper mhe (Culla, & = L50S6A) The
crystallite diameter () of both 2o} NE wes estimatrd wing the
Scherrer squation acmording to Rossetto =t 2l (200142). The amine-
functi onalivation of 2n() NR was veri fied by Pourier transform inframed
spectroscopy (FTR) (Bruker FTIR alfs specmophotometer). Samples
were blended with Kiir and then premed info disks for analysis in the
mgdlmﬂmdﬂl}m 'Ihemmdslq)-ecfﬂ!?nl)}ltm

by lectron Py (TEM) (JEOL, JEM-
1011 TEM, 100kV). The samples for TEM analysis were prepared by
dropping the solutions on a C-Cu grid (300mesh) and dried in a de-
sicmtor under vacmm for 24 h. The surfsce ares was determined by the
Brunaner-Bmmett-Teller (BET) method nsing a NOVA" surfae area
amalyzer {(uentachrames hstruments). The meta potential (P} was de-
termined by the decrophoretic mohility approach wing 2 ZetaPius
system (NanobBrook 90 Plus Zeta, Brodkhaven nstruments Corparation,,
USA). The stbility of the particles, in the different medin, was de-
termined by the hydmdimic diameter (HD) using a dynamic hght
scattering system (Nanolrock 90Mus Zeta, Brookhaven Instruments
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Corparation, ISA]L Zn0NH and NR @AF suspensi ons werne characterired
at a concentration of 12mM in UP water and B0 medium. The con-
centration of free fraction Zn jons in the medinm was 4 i
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results cbtained in #he amie taxicity tok with the ssmples. Stock s0-
lutions of Zn0NR wens prepared a5 described in Section 2.4 2 Afer 21

atomic absorption spectrometry (FAAS) (Varian SpectrAd 508, l‘:’-
grave Virginia, Australis) This analysis was done using the valoes of
ECS0 previously determined in the amte ixicity tests, however anly
the total mass of Zn was considered to caloulate the malar values. The
NR and the pasitive cntral (Zn50,) sol utions wereacidified with HNO,
pH= 21

24 Toddty e

241 D magaa culbure
The freshwater custscemn [ magna Strams, 1620 (Cristaces
Cladocera), were grown acarding to 50 6341 (50, 2012) promal
The adult specimens (30 individuals L) were cultured in M4 culture
medium under diffuse lminasity (phomperiod 16h lght 8h dark)
with a contralled temperature of 20 + 2°C. The daphnids were fod
with 2 of green alga
which was cultured in CHU growth medinm (Chu, 19420 The culture
madivm was renewed every 48h.

242 Acste iy st with I magna
Acute toxicity experiments wers performed acarding to 150 6341
{150, 2000) with the expomre of 2 neanates (2-26h) per coneentra-
tion at a contrelled temperature of 20 = 2°C, without luminasity and
feeding, for 48h. The samples were dilnied in B0 mediom. Im-
maobiization of the organisms wes wed as the acute towicalogical
endpaint. The sodk solutions of both Zn0 NR were prepared at a
cmemtration of 12mM and sonicated (500 sonicamr, S00W, Q-Sa-
nica = Newtown, CT) 2t 300W for 5 min. The dilions of 2ol NR wene
prepared in the range of 64-16 M. 2080, in 3 mncentration range of
257-12 pM was usad 23 a posithve contral and 130 madum was wed 2
anegative contral ThepH was measured with apotentiometer (Cansart
€535, Belgium), and was monitored during #he course of the experi-
ments to minimine 2y inberference in the resulis of the boddity bests
I‘hem-;wzwmq the Trimmed ~Harber
il method = ded by EPA-21 /RO2-013 (FPA, 20020

242 Reactive oxygen speciss in [ magna

The role of free radicals in the cytotoxicty wes analyzed by quan-
tifying the generation -nf:u:m! axygen species (ROS). The dy= 2.7
dichl (H,DCPDA) was wed © de-
m:ﬂ:}mﬁpmunmmuga-phmncusmp:ﬂum
25 described by Lin and Wang, (2017 and Lu et al (2017) with minar
maodifications.  Briefly, 5-day-old daphnide wers exposed o the
BCS0 gy @y, Omly live organisms were nsed in this test. Afer 48hof
expasure, 10 D. magna were milected and depurated in ultrapure wates
for 2min and 1ml. of 50pM H,DCFDA was added to each well in the
cluster plate followed by incubation for 4h After this peviod, the I
magna were ricsad to remaove the adsorbed dye. Fuorescence was da-
termined using a SpecraMay” Paradigm” multimode microplate neader
{(Molecular Deviee LOC, Califomia — USA) with excitation at #45nm
and the emission recorded at S30nm with 2 bandwidéh of 20nm. The
ROS pereration wes monimred in the contral and all tests wers cmisd
out in tiplicae. The mncentrations wers chosen based on the results
obtzined in the acube inxicity tests {15, 23 and 35 pM for Zo0NR, 12,18
and 27 pM for ZnONRGAF and 15, 23 and 34 pM for 2080, ). The re-
sults were statistically anahyzed using onsway ANOVA followsd by
Bonferroni’s test. A confidence levd of p= 005 was scepied 2= sta-
tistically signifimnt.

244 Chwonic toxidity st with D. magna and evaluation of $he firs and
Loz gmeation of offpring

Chonic taxidty aperimens were pafrmed acarding to 50
1706 (150, 200} The concentrations wene chosen based on the

af weTe the life cyele parameters reproduction
{eakeulatsd 2= the average number of affspring produced per surviving
orgamism}), longevity (live organisms in the end of the tesf) and grawth
{was considered the length of the arganism from the top of the head to
the base of the apical]. Bsch test with both types of Znd NR was per-
formed with six coneentrations (147, 233 354 540, 798 and
124M), plus the negative control (M4 medium). A positive contral
(£n50,) chromc taxicty test was perfrmed with ur mncentrations
{180, 373, 402 and 6.10pM)L. Concentrations ested wers calolated
considering the total maolar mass of Znd and Zn0, FPor each con-
centration 10 replicates of 1 neonaie (< 24h) were used Each or
ganismwas placed in a glass beaker mntaining S0 mi. of the test media.
The tests were main@ined under the same onditions s the culture
{temperatire of 20 = 2°C, diffie lght and photoperiod of 16 kL.
During the periad of the test, the test media (samples 2nd control) wers
renewed every 2days and the individuals were fed with S sbspimis.
These tests were called F( (parents] generation). The results were sta.
tistically analyzed applying one-way ANOVA followed by Dumnstt's
test. A confidence lavel of p = 0.05 was acompted 2= statistically sig-
mificant

The evaluation of the first (F1) and the last {F12) broods of offspring
from P were pariormed. Fl was considersd 2= the arganisms bam on
tthe first twao days of the reproduction periad (organizms werz bam on
days 10 and 11 of the test), and F12 was mnsidered as the arganisms
bam an the last two days of the &=t (Mispring bam from maternal
mn:]mmmdbmmd?-ﬂmmﬂ
wer Par each on tested, 10 rep of 1 ne=a-
mmuﬂhqﬁmncmnemhmﬂswmpﬂ
Formed. Th under the conditions described
-hmiuzia-,;,mmmdmmhﬁngm;m
production,, time to the first brood, number of broods, growth and
longevity of the arganisms, a5 well 25 the tme to produce the first
offspring, were @mpared to thase for the control The results were
statistically analyzed using oneway ANOVA blowed by the Dummet's
test. A confidence levd of p < .05 was acoepted 2= setisdally sig
nificant. Priar to the smntof the ess with F1 and P12, the sensitivity of
the neonates was measmed following the (50 6341 {150, 2000) pro-
itocal..

3. Results and discussion
1. Choachoization of Su( NR

The crystalline stucture and the oysellie dismeer wee d=
terminad by XRD (Fig. 1AL The diffractograms suggested that bath
types of Zn0 NR synthesized had the typical hexsgons] orystalline
{wartzite) structure of 200, confinmed by the indersd diffraction peals
CICPDEN" 36-1451). This is in agreement with results reparted by Yang
and L, (2011 The crystalline strudure was not modified by the
amine functionaliztion of MR (Fiz. 1AL No additiona] orystallographic
phase was observed The aversge aystallie dizmeter was estimaied to
be r=33nm. The amine functonalization of Zn0NR was confirmed
by the FTIR spectrum shown in Fig. 1B The FTIR spectrum of
mndhum:mamm-dm
Theabsarption bends present 2t 2927 and 2078 cm ™~ comespand to the
asymmetric and stretching af aliphatic C—H, e

spectively. The hend at 1570 an ™" is attributed o the vibration of the
symmetric anguler deformation of N—H The shoulder at 1538 am—!
averiaps the region car ing to the 2xisl af C—N of the
secondary amine and the hands at 1474 and 1407 cm =" are due of the

jons of the ] angular of C—H (Yang and
Lim, 2011}

The marphaological dharacterizations for Zn0 NR in all media ane
showed in Fig. 2. The TEM images mnfirm that the 200 partices wers
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in the nanoscals and presented a characteristic rod shape The average
diameters were 25om for Zn0NR and R nm for ZoONRGEAF with
lengths ranging between 90 2nd 160nm for bath types of NR. The in-
crease in the diameter of the ZnONR@AF may be related to the func:
tinmal iration of the NM. On comparing bath types of Z2n0 NR dispersed
in UP water with the NM dispersed in 150 and M4 media, was observed
@ greater dispersion of both types of NR in UP water and 2= the incresss
afthe jond due ta th afthe madia, ocowred the

agglomeration of the NM. The soface area of the ZnONR wes
13.9& A53m%g and incressed to 2006 = 246m'g for the
ZnONRAF. This increase on the surface are may be relaied to the
fimctionalization of the MM that may incresse the porasity of the ma.
terial

In general, both types of ol NR have high stability in UP water and
they end to kse sthility when in contaot with salis dissohved in the
media (Tabl= 1) However, the ZnONR@AF were found to be mare
stable than the ZnONK in all media studied. Also, 2n incresee in the pH
valoe in UF waber was observed. This can be ativibuted to the amine.
fimctionalization an the surfsce of the NM promoting gresier interac.
tion between the NM surfaces and the medium (Vicentini =tal, 20170
The hydrodynamic diameter (Tahlz 1) was lower for both types of NR
when dissolved in UPF water compared io 50 and M4 medium. Han
et al. {2014) cbeerved 2 reduction in the Znd NP zta potential and
accelerated sedimentation of Znl) NP with incressing donic strength of
the medinm. Bazloushs ot 2l (2)19) reporied that the presence of di-
valent cations in aqueows media, such 25 Ca™ and Mg® ~ both presentin
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130 and M4 media leads to grester aggregation of the NF than
maonovalent catione, this finding & mnsistent with the remits of this
study.

?‘I::qu-iﬂim:m of the free fration Zn ions (Table 2) was aoried
out at the concentrations coresponding © total Zn mass in the
BCS0 gy, valnes in 150 medinm. ALl samples showed similar values for
the free fraction Zn jons in the [30 madium. However, the amount of
free fraction Zn dons wes higher in the ZnONR@AF than in the Zn0NR
(9.4 = 031 2nd 749 = pM, respectively). We also cbserved #hat al
samples showed 2 decesse in e releme of 2n jons afier 48 h, however
this demresse was not significandy different {p < 05) in ZnS0, It i
known that the dissoltion and agglomeration of NM is influenced by
the NM characeristics {eg. type, size, coating), the waier dhemistry
{=g. pH, ionic strength, hardness, dimalved organic matter, oxygen
comtent in water, daaylight hours) and the time of exposure
to the NM {Adem et al, HN15; Cupd et al, 2006; Han et al, 2004
Heinlaan et al, 208; Odzak ot al, 2017 Seo et al, 2014 Wang et al,
2016} Seo et 2l (2014) companed the behaviar of Zn0 NP in different
best media towand [, mggaa and observed that the dissolved factionof
Zn0 NF was higher in the B0 medium. .h:nmh:gl: wmge@al.
{2016}, the dimalution rates of Znd NP significantly incresss in the
presence of strong chelating agents, suggesting that the #n0 NP are
unlikely to persist in natural aquecus mediz and that the oxcty &
pmln']r)dmdmﬂtm'lmdh"' ions rather than effects com.
manly amocisted with the presence of namoparticles. Lemng et al
{2012 smdied the antibacterial activity of Zn NF functionalived with
different silane-hesad rexgents and observed 2 significant incresse in
the release of 20 * jans when #he Zn0 NF were maied with dadecyl-
irichkrosilane. The same authars atiriboted this inding to the relesse
af C1~ with the attach of the dodecylrichl malecle to
2n0), resulting in interaction of the Zn0 with prolonged expasure to
doderylirichlorosflane. Om the other hand, a reduction in 0%~ ion
relesse was observed for Zn0 modifisd with he malscle (3amino-
propylitrimethoxysilane (Leung =t al , 2012 Therefore, these results
eonfirm that the 2ol NP did not play 2 s pecific role inthe jon nelesos in
agueous medium and this characeristic is dependent on the interaction
between the prope ties of the particle and the properties of the medinm
{leung et al, 201 Odrak ot al , A117; Wang et al, 20160

32 Towdenlogien] evaluntion

311 Acte edcty wwerd D. mage
In the ame nxicty tests with [ magna the BCSDyy,, values ob-
tained for Zn0WR, ZeONRGAF and ZrS0y wene 34 5pM, 271 pM and
J4pM, respectively. Resulting vales of B(S0 wers caloulated con-
sidering the moler mass of Zn0 and #n504 The pH vales were de.
termined for all samples 2nd found to be in agresment with those es.
tabilished by the standard 150 6341 (150, 2000} The pH results were
72 = 099 for ZndNR, 7.02 = 058 for ZoDNR@AF and
741 = 059 for 2rS0y
& can benobed that Zo0NRHAF wes more ioxic than ZnlNR and
the toxicity of bath types of NR was higher than that observed for
ZnE0y (p < 05 These resuls suggest that the tocicty of Zn0 NR &
naot limited o the release of zinc ins in te medium but could be 25
sociated with another mechanism relaed @ the reduced size of the NML
The small size incresses the specific surfae ares and resctivity of the
NM. In addition, the presence of positive jns on the sfsce of NM
affects the interaction between e MM and biomaleole, sine the
can penstrate the o=l] membrane and enter the cell (Lopes
al, 2014} 20 meleased by NP increases the local mncentration,
disupting the cellular metal @tion homeostasis, resulting in o=l to-
wity, bemuse the interaction with oxidative arganelles stimulates ROS
production {Nel etal | 2006). Santo et al (201 4) suggescted that the 2ol
NP can enter tizmes and cells and once imside the ] the reactivity of
the Znly NF might increase due to the difference in the pH onditions
within cells, musing additiona] txic effets. Amarding to Mt myama
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Fig 2 TEM immge for ZaONR mnd Z2ONR@AF in sl madu stediad A C E osamal © Z2ONK & 1P weeer, 150 aad M4 sndian, repectiwey_ B, 0, Foosrapand 0 2eONR@AF =

UP waser, 5O mnd M4 mwdian, sope @ ivdy. Stxck ohtics omossraton = 12mM.

and Reed, (2000), different pH conditions exist inside the cell and the

of H* takes pk cstly in the inter-memb f
the dria, in conjugation with electron through the
respiratory chain, leading to mitochandrial damage in . magna even
with acute exp © 200 NP (Bacchetta et al, 2016).

The ZnONRGAF were mare taxic to D magna in comparisan with
the ZnONR. This could be assodated with the specific physimchemical
characteristics of this NM, such as 2 high surfce area
(2006 + 246m’/g), stability in ISO medium (zetr potential of
2080 + 279mV) and a smallr hydrodynamic  diameser

(244.49 = 1.47 nm) than ZoONR, which muld facilitate the interac.
tion of the ZnONR@AF with the organism. In addition, the higher
toxidty of ZnONRGAF may be associated with the presence of the
organic malecule on the surface of the NR since, besides inceasing the
surface area, this may facilitate the uptake and internalization of the
NM in the cdl through the “Trojan harse effect” (Sabells e al, 2014,
The presence of amine groups (since the molecule used in the surface
functionalization of the NR in this study has primary and secondary
amines) in the ZnONRGAF may ako facdlitate the internal zation of NM
in the cells doe © 2 mare d of the
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contributing toan increass in the toxic effecs of the fundimnalized NM
(Vicentini et al_, 2017}

The ressulis of the acute bodcity with Zod NP obtzined by Heinlaan
et al. (2008) Blinova et al. (2010) and Santo et al {2014) were similar
to those obtzined in this study, thus comoborating with owr results.
However, the rod shaped of Zni) were slightly mare towic than the NP
form, highlighting the impartane of sindying the different shapes of
Zn(y NM in arder to beter mnderstand the interactions and effects of
these materials in vivo.

322 ROS grmsaton wward [ magea

The generation of ROS was messnred in 0. mama expassd to
ZnONK, ZnOMRGAF, ZrS0y and negative control Sr 48 b wsing
HzDCFDA. The ROS production in arganisms is an excellent indicatar of
stress at the hiochemiral levd and it can take the form of soperodde
amion radicals, hydrogen peroxide and hydrood adials, all of which
are lnown to be prodnced by D magea (Barata ot al, 2005) The
comcentrations used in this test were based on the BCS (s, for esch
material. For ZnONR, ZnONRGAF and ZnS 0y, the highest coneenitra.
tion tested cormesponds to the BCS0aw. All materials wene able to
camse ROS generation in [ magaa (Fiz. 3) and an increase in the ROS
generation was observed with incrssse in the concentration iested. The
resulis obtzined for the BCS0,, 4, of ZoONR, ZnONREGAF and #nS0,
were significanfly different from the @niral (p < J05). Resulting va-
lues of ROS wene calculaied considering the malar mass of Znd and
EnBly-

Accarding i Shu et al. (2017), an increase in the suriace area of
Zn(h NP causes mare active sites & produce ROS, as the superficial
charge also influsnces the leved of ROS generation (Nasser ot al., 2016},
comoborating our results. In this swdy, ZeONRGAF had positive su-
perfical charge and had a higher suface arsa and showed higher
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ip = 205 BOS production than ZnONR (Fig. ) The sublethal exposme
ta Zn) NP can canse axida ive stress through biochemiml changes in [t
magaa (Mwasnga =t al_, 214}

A halance hetween R0S and antiocdants is exsential for the survival
and health of organisms, sincee high BOS levels are indicative of o
dative stress and can lead o od] damage, affecting lipids and carbo-
hydrates, altering proteins, dismpting DNA, inerfering with the sig-
naling functions and modulating gene tramscription, leading 0 el
dexth by necrosis ar apoptasis (Flor, 20090

Bemides the rddease of ions from the NM in the media and inside the
cells, the monitoring of biomarkers indicates that the inxicity of Znl
WM is alsn medisted by ROS generation via oxidative stress inD. magma
(Barata et al, 2005 Mwaanga ot al., 214L

323 Chromic toudcily ioward . magna and evabaiion of dhe firstand loct
gemerations of offspring

The chronic effecs of NP are important in terms of the aquatic
environment, since they reflect mare realistic exposune scenarios than
theacuis experiments (A dam et 2l., 201 4L In the chronic teston PO, the
concentrations evaluaied wers based on the BCS{, 4, values obtained
in the amte tocicty test with [ magma. After 21 days of exposure, the
results of the life cycle parameters {reprodudtion, growth and long-
evity) obtained from the exposure to Zn0ONR, ZnONRGAF and Zn50,
were campared io the results of the negative contral {Izble 3L

In relation to reprodudtion, the omset of birth for the arganisms
expossd 10 Zn(WNE, ZndNRGAF and ZnS0y did not differ from the
control resulis and began on the 104 day of the test. The averzge
number of neonates for the daphnids evposed to Zn0NR did not showa
significant difference fom the contral (p < 05L In fhe case of
ZnONRG AF, a signifiant derresse in the reproduction was observed at
thi higher conen trations tested (798 and 12 pM). For ZnONRGAF, the
abserved effsnt concentration (OBC) was 12pM and the non obs erved
effiect concentration (NOEC) was 5.4 pM. We observed a decresss in the
number of neanates with an incresse in the concentration. Far the
pasitive oontral (ZnS0y), there was a significant deoesse in the e
production at concentrations of 273, 4.02 and 6.1 pM. Far 2080y, the
OFEC was 273 pM and the NORC was 180 pM, indicating that the ions
are mare towic than both farms of Zn0 NR bassd on the . magna re.
production dats. The average number of nesonates alsn decreassd when
the aposune concentration of ZnS0, incressed These resnlts differ
from those obtained by Bacheita et 2], (20170 The same authars ob-
served, hased on the reproduction parameter, that the Znld NP were
mare pocic toward D. mgma than ZnS0s, despiie the highe con-
centration of Zn ions in the Zn50, solution. This difference in oxicity
may be due to the synthesis procedure applied, which can influence the
surface properties of the NM {Han ot al, 2014 ], 2= well 2= the differencs
in the cation conceentrations of the st medinm {Lopes =t al, 2014L
However, our resulis are monsistent with those obtained in a stody by
Adem et al (2014), thet after 21 days, observed a decreses in the
average number of neona s 2s the exposure coneeniradion of Zol NP
and rine salis incresosd

Far the parameter growth, at 2ll concenirations of ZnONK the or-
ganism size did not show a significant difference mmpaned to the
caniral after 21 days of expoesure (p < 05L In the case of ZRONRGAF,
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the OFC was 12pM and the NOEC was 5 40pM. Por both types of 20
NR tested, no deformation the marphology of the D. mggna was ob-
served Due to the possibhility that a high amount of rine may enter the
cell, Zn0 NP can causs damage © the mimchondriz and, as a con-
sequence, @ reduction in the reprodustion and growth of It magna
{Bacchetts et al, 2017 Znd NP can also affect the genes imohed in
cellular respiration, reprodoction and cytoskeletal tramsport in Do
magna, a5 demonstrawed by Poynin et 2l (20110 The Zndy NP were
found o downregulate genes involved in cellular metabolism, such as
arginine kinass and cytochrome oridase, impeding the ahility of the ozl
to respond to changing energy nesds, which may lead to general siress
a5 a respanse (Foynion =t al., 2001 1L In addition, they can cause the
repression of genes imvalved in reproduction, sudh a5 those associated
with egg shell proiein, leading io 2 reprodudi ve i mpairment (Foynion
etal,l]]]}.?u?aﬂ)iismrduﬂmilmﬂtmsm
at concentrations of 3.56, 5.40 and 12 pM. The 0BC was (. 29 mg/L and
the NOEC was 7.98 pM and deformaitions wens observed in the carapac
alang with the reduction of the apical spine of I. magea. These results
indicatethat the ions are also mane todcbased on the D, magna growth,
Amrarding to Muyssen and Janssen, (2042, D magaais ahle to regnlae
zinc concentration up to {6 mg #n/l. At higher concentrations Zn in-
hibits Ca uptake, resnlting in hypocalcemis and death of the arganisms
{(Muyssen etal |, 2006]). Nevertheless| at sublethal Zn concentrations, the
depletion of Ca™ inhibits the movement and filtration rates of daph.
nids, keading to derressed food upke Therefore, lss energy will be
available o enable normal raes of growth and reprodudion (Muyssen
et al |, 2004). Acrding 1o Poynon et al (2011), ZnS0y ako affects the
expression of genes related 0 reproduction, potentially leading & re.
productive impairment However, 2150, and 2n(s NP affert different
gene expression profiles, snggesting a different mechanism of o xicity to
Znly NP and zinc jons {(Poymton = al, 20010

ing the i - reduction in
longevity was observed for the ZnDNR at concentrations of 1.56, 540
and 798 pM. For the Zn(NR, the OBC was 356 pM and the NOBC was
233 pML. Par the ZnDNRGAF, 2 signifient decrease in the longevity
was observed at concentrations of 233, 356 and 5.40pM and the
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vahes obtzined for the OBC and NOEC were 2 33pM and 147 pM,
mespectively. Far both types of Znly NR tested, the organism started to
die after 2 weels of exposnre, resching adultmorality rates of =50
The death of [t magna may be cansed by difficulties associated with
malting after the exposure i Zo0 NM, 25 observed by Lops =t 2l
{201 4. The same anthars ohserved [ magna martality after the same
time of exposure. ZnS 0y did not show a significant difference (p < 05
from the negative coninl in terms of the parameter longevity afier
21 days, the arganism longevity being =80%.

O ressulis indicade that the ZnONR@AF was mare inxic toward D:
magna than ZnONR even when the arganisms were exposed to sublethal
concentrations. As noted in the acube tesis, this effect may be relabed to
the specific NM characteristics. ZnONRGAF has a higher surfae area
and palar malecules on the particle swface, which may facliate the
interaction betwesn the NM and biomal sonles, allowing the NM to be
taken up by the el through the *Trojan harse effect™ (Sabella =t 2l |
2014 Vicentini et al , 20170

A multigenerational recovery test, condnoted with F1 and F12
generations, was arried out toelnddate the effects of both ZnONR and
ZnS 0y, in which the daphnids of these two generation were notdirectly
expossd to the materials tested (organisms in M4 mediom, anly). Zn0
NM can cans eepigen etic d amage in [, magna (Foynion et al, 2011) and
when exposure to the NM resulss in epigenstic changes to germline
cells, the effecks of matemal exposure would be observed in fubue
generations, sven after the exposnre souree was removed (Amdt =t al,
201 4. The resulis ofthe semsitivity tesis on the neonaies of F1 and F12
(ECS0 sy for K2Cra0y) (Data in Brief) indic e that the sensitivity of
the nemnates used in the recovery st were in agreement with e va-
lidation criteria of the proiom] adopted and with the averag e s ensifivity
value cbizined in our lab (BCS0 5,y between 1.9-55 pM).

Thess resulis sugpest that the neonates bom following maiemal
exposure o the contaminanis were not affected in terms of the sensi-
tivity of the daphnide However, despite the normal sensittvity of the
offspring, chronic effeds were observed. After 21 days, the reproduc-
tion, time 0 produce first offspring, mumber of broods, growth and
long evity were analymed {Table 4. The organisms bam to Fil exposed bo
ZnS 0y were adversely afferted and werenot ahle 1o remver afier the F)
exposnre. No reprodoction of Pl wes olserved, cosidering a brood of
=5 offspring per daplmia, ararding to the promm] followed. The
daphnids had a mandmum of 3 offspring per arganism, when they wene
ahle to reproduce. Thus, it was not possible to evaluate the remvery of
Fi2 for ZnS0y exposune. The growth was significandy smaller com.
pared with the contral (p < 0%5), except for arganisms barn in PO ex.
posed to 1 80 pM 2050y The longevity was significantly different from
the contral {p = L05) when the daphnids bom & PO were exposed to
the higher concentration tested, reaching 70% moriality afier 3 days.
Thiese resulis suggest that when P is affecisd by sxposune i 2050, the
effiects on the mothers interfere with the health of the next generations
of . magna SinchezOrifz et al. (2010} observed the death of the
cladocerans Caniod gplvia dubia and Deplvda puler exposed to Znafber 1
week 25 the mncenirations increased and no reproduction 2t 2 con-
centration of 12mM. Acarding to Muysser, Bmsen, (2001) the ol
lular energy alloation by D. magea is comprised of more than 586
lipids and this is the most sensithve energy-reserve fradion. Lipids ane
the first energy source © be mmmmed by cladocerans under stres
condiions. The @osumption of lipid energy sounces due to the Do
magaa stress condifions may have led to the lade of reprodnction of the
arganizms obssrved in our results, since the lipid fraction & involvedin
developing embryns and is the major fraction imolved in 2gg produc.
tion (Cowgill =t al, 1984 Muyssen and Jamssen, 2001}

With megard to the perameter reproduction, ZnONR and
ZnONRGAF of F1 showed 2 signifimnt difference from the contral
{p = 05 only for daphnids born at concentrations of 3.56 and
540 pM. However, looking at the number of broods we ohserved that
the control showed a larger izl mumber of brood after 21 days. This
difference becomes cleamer on cbserving the inial accumulsted
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offspring afber 21 days of the test (Isble 5} The organisms of F1, for
baoth types of NR, showed almost no reproduction, and when e
production occurred, fhere wene 4 or 5days between broods. The onset
of birth showed a significant difference (p = 0%) only for the argan.
isms bom from mothers sed 0 2 omnceniration of 147 pM
Barchetts et 2l (2017) observed the presence of Zndy NP an the sggs of
. magna and conduded that the ixicity of the NM may be the result of
thi indirert tovicity ar ginating from the mothers, evidendng the risk to
the affspring asodaied with marmal cxposwe. In general, the F12
generation of orgamism bom from mother sxposure to ZnONR and
ZnONRG AF showed a slight inrresse in the average reproduation and
an inoresse of the total number of broods, and the time to first brood
was significantly retard {(p = 05 The reproduction stared after =
1233 days of testing, however, the daphnids showed homogensons
reproduction and an incresse in the mumber of broods, indicating a
passible recovery of the orgamisms after 12 generations not exposed to
the NML

The resnlts of this study indicate that the offspring were affscted by
the maternal exposure to both Zn0 NR and 2050, and the effects could
be cbserved even when the neonates were cultivated in M4 madium
anly. The life qpcle parameters permitted to deiect the effecs an F1and
Fi2, proving to be a good tool © be used in preliminary muld-
generational siudies with NM. The F1 of daphnids was more affecied by
the maternal exposune to both Znd NR and ZnS0y. However, afier 12
generations (F12), despite the retarded fme to reproduction, the or
ganisms siaried io remver from the effecs of matermal exposure to both
types of 200 N As under neal environment conditions, where the
aquatic organisms ane constantly expossd to xenobiotic over several

generations, our study highlights that caution & required regarding the
use of Znd) NM, since permanent evposre o this xenobintic may in.
terfore with the populstion dynamics, leading to adverse mmequences
in the aquatic scosysem, since daphnids play 2 crocdal rale in aquatic
food webs (Arndt et al , 2004

4. Conclusions

This study demansirates that the rod morphalogy of Zn0 (bare and
functionalired) can camse acute and chronic oxicity toward [t magma
The effects of this exposition can affect the organisms aoos several
generations, which may lead © impaats on the aquatic environment.
The next studies may indude the whale life cycle of the daphnids and
theimvestigation at biochemical levels ©© 2 better understanding inhow
the matemal exposure affeds the neonates.
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