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RESUMO

O aumento no consumo e a poluicdo dos corpos hidricos afetam a
disponibilidade de agua potavel. Assim, estudos que desenvolvem
materiais eficientes para tratar esse recurso sao necessarios, incluindo
melhorias em técnicas de tratamento ja existentes. Neste contexto, o
presente  trabalho  desenvolveu composicbes de  membranas
nanoestruturadas em camadas, sendo suporte de polissulfona (PSU) e
polimerizacdo in situ de filmes finos de polidopamina (PDA) e
polietilenoimina (PEI) com diferentes tipos de nanomateriais de silica
(NM SiO) sem (NHS) e com amino-funcionalizagdo com as moléculas
(3-aminopropil)trimetéxisilano ~ (APTMS) (NHL) e  3-[2-(2-
aminoetilamino) etilamino]propiltrimetoxisilano (AEAEAPTMS) (NH3).
As composicbes de membranas foram  denominadas MO
(PSU+PDA+PEI), MS (PSU+PDA+PEI+NHS), M1
(PSU+PDA+PEI+NH1) e M3  (PSU+PDA+PEI+NH3), sendo
posteriormente reticuladas com gluteraldeido (GA), caracterizadas e
testadas a eficiéncia na nanofiltracdo (NF) de ions de sais mono (AgNOs
e NaCl) e bivalentes (MgCl, e ZnSQO4). Os NHS, NH1 e NH3 foram
caracterizados por técnicas fisico-quimicas que comprovaram a
funcionalizagdo, o aumento do didmetro e estabilidade em suspenséo apds
a amino-funcionalizagdo. Os NM SiO, foram avaliados quanto suas
toxicidades para os organismos Daphnia magna e suas citotoxicidades
através da exposicdo de células Vero. A toxicidade das membranas foi
avaliada por ensaio agudo com D. magna apds suas lixiviagfes. Os testes
de toxicidade aguda com NM SiO; para D. magna resultaram em baixa
toxicidade, enquanto que o ensaio crénico mostrou efeito principalmente
guanto a reproducdo dos organismos e alteracdes ultra-estruturais nos
ovos dos organismos expostos. Também foram observados efeitos nas
antenas e branquias e em mitocondrias e microvilosidades do intestino
dos organismos expostos. Os NM SiO; também apresentaram
citotoxicidade (maior para menor: NH3 > NH1 >> NHS) a células Vero e
as vias de toxicidade foram investigadas, destacando a producdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e lipoperoxidacdo (LPO). Houve
internalizacdo dos NM SiO,, efeitos em mitocéndrias, membranas
nucleares e em reticulos endoplasméticos rugosos. Para as membranas,
foram observadas a melhoria das propriedades quanto a hidrofilicidade e
eficiéncia, sendo que MS, M1 e M3 obtiveram maiores rejeicdes a
MgCl,, NaCl e ZnSO. que MO. J& na filtragdio com AgNOs, as



membranas M1 e M3 obtiveram rejei¢des similares a M0. A M1 foi a
membrana mais eficiente quando se considera o fluxo de permeagéo e a
rejeicdo aos sais. A lixiviacdo das membranas resultou em baixa liberacéo
de Si e os lixiviados ndo foram toxicos para D. magna. Portanto, foi
identificado melhorias na hidrofilicidade e eficiéncia das membranas de
NF com adicdo dos NM SiO; sem que estas confiram toxicidade ao meio
liquido.

Palavras-chave: Nanofiltracéo, membranas nanoestruturadas,
dessalinizagdo, silica amorfa, nanotoxicologia, Daphnia magna,
citotoxicidade.



ABSTRACT

Increased consumption and pollution of water bodies affect the
availability of potable water. Thus, studies for the development of
efficient materials to treat this resource are necessary, including
improvements in existing treatment techniques. In this context, the
present work developed layered nanostructured membrane compositions,
based on polysulfone (PSU) as the support layer and in situ in situ thin
films polymerization of polydopamine (PDA) and polyethyleneimine
(PEI) with different types of silicon nanomaterials (NM SiO;) without
(NHS) and with amino-functionalization with  (3-aminopropyl)
trimethoxysilane  (APTMS) (NH1) and 3-[2-(2-aminoethylamino)
ethylamino] propyltrimethoxysilane (AEAEAPTMS) (NH3) molecules.
The membranes compositions were named as MO (PSU+PDA+PEI), MS
(PSU+PDA+PEI+NHS), M1 (PSU + PDA + PEI + NH1) and M3 (PSU +
PDA + PEI + NH3) and were crosslinked with glutaraldehyde (GA),
characterized and their efficiency on nanofiltration was tested for the
rejection of monovalent salts (AgNOs; and NaCl) and bivalent salts
(MgCl; and ZnS0O.). NHS, NH1 and NH3 were characterized by
physicochemical techniques that proved functionalization, increase in
diameter and stability in suspension after amino-functionalization. The
toxicities of the SiO, NM were evaluated to Daphnia magna and their
cytotoxicity through Vero cell exposure. Membranes toxicities were
assessed by acute assay with D. magna after their leaching. The acute
toxicity tests with NM SiO, for the organism D. magna resulted in low
toxicity, while the chronic test showed mainly effect on reproduction and
ultrastructural changes in eggs of exposed organisms. Effects on antennae
and gills and on mitochondria and microvilli of the intestine of exposed
organisms were also observed. The NM SiO; also showed cytotoxicity
(major to minor: NH3 > NH1 >> NHS) to Vero cells and toxicity
pathways were investigated, highlighting the production of reactive
oxygen species (ROS) and lipoperoxidation (LPO). There were
internalization of NM SiO,, effects on mitochondria, nuclear membranes
and rough endoplasmic reticulum. For the membranes, the properties of
hydrophilicity and efficiency were improved, and MS, M1 and M3
obtained higher rejections of MgCl,, NaCl and ZnSO, than MO. In the



filtration of AgNO3, M1 and M3 membranes obtained rejections similar
to MO. M1 was the most efficient membrane when considering
permeation flux and salt rejection. The leaching of the membranes
resulted in low Si release and the leachates were not toxic to D. magna.
Therefore, improvements in the hydrophilicity and efficiency of NF
membranes with the addition of the NM SiO, were identified without
these conferring toxicity to the liquid medium.

Keywords: Nanofiltration, nanocomposite membranes, dessalination,
amorphous silica, nanotoxicology, Daphnia magna, citotoxicity
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1. INTRODUCAO

O crescente problema mundial com o abastecimento de agua
potavel desperta a atencdo para a necessidade de desenvolver materiais
eficientes com propriedades especificas para o tratamento de &agua,
aliando quantidade e qualidade a custos reduzidos. A maior parte do
planeta Terra é composta por dgua, porém considera-se somente 0,8% do
total como potavel (UNESCO, 2009). Sendo assim, é esperado que 0S
desafios referentes a esta problematica sejam agravados nas préximas
décadas.

As previsdes de aumento populacional indicam que em 2050
existirdo 9,31 bilhdes de pessoas no mundo (UN, 2014). Ainda segundo
documento de Nagdes Unidas (2014), a populagdo em zonas urbanizadas
em 2050 sera equivalente a 66%, com nimero absoluto de 6,3 bilhdes de
pessoas, frente a 34% em zonas rurais. Somente na América Latina e
Caribe, a populacdo urbana chegard a mais de 80% em 2050 (UN, 2014).
A urbanizag&o, aliada ao uso intensivo de combustiveis fosseis, resultam
em um rapido aumento na demanda por agua potavel e energia.
Associado aos problemas decorrentes da falta de qualidade, estima-se que
a demanda de agua para 2050 seja elevada em 55% (VERIATO et al.,
2015) principalmente devido as necessidades dos setores agroindustriais.

A crise hidrica no Brasil, nos anos de 2014 e 2015, realgou a
necessidade do reuso da agua. A regido sudeste, compreendendo o0s
estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Espirito Santo e Rio de Janeiro
sofreu com escassez crbnica, sendo agravada pela alta densidade
populacional da regido e a falta do habito de conservacdo e
aproveitamento de agua (ALMEIDA; BENASSI, 2015). Outro problema
da falta de agua é em relacdo a producéo de energia. O sistema elétrico
brasileiro é altamente dependente da geracdo hidrelétrica e a reducdo na
quantidade de &gua disponivel nos reservatdrios afeta diretamente esta
produgdo (GALVAO; BERMANN, 2015). Como reflexo, houve aumento
na utilizacdo de termoelétricas para suprir a demanda e consequente
aumento no custo da energia produzida e consumida.
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A poluicdo dos corpos hidricos também é outro fator a ser
considerado quando se trata de tecnologias para tratamento de agua.
Associada a falta de chuvas, a crise hidrica na regido metropolitana de
Sdo Paulo também foi decorrente da poluicdo. Grandes cargas de
efluentes domésticos e industriais sdo despejadas nos corpos hidricos que
abastecem os reservatorios da regido (JACOBI; CIBIM; LEAO, 2015).

Além disso, desastres ambientais, como o ocorrido em Mariana
(MG), também estdo ligados diretamente com a qualidade da agua. O
rompimento da barragem da mineradora Samarco, controlada pelas
empresas Vale e BHP Billiton, despejou mais de 60 bilhGes de litros de
rejeitos de mineracdo de ferro ao longo do Rio Doce (JACOBI; CIBIM,
2015). Dentre os contaminantes encontrados no Rio Doce com
concentracdo superior a permitida pela legislacdo brasileira, destacam-se
0s metais pesados arsénio, cadmio, chumbo, cromo, niquel, mercirio e
cobre (MARQUES, 2015). De maneira similar, em janeiro de 2019, o
rompimento de outra barragem de minério de ferro da mineradora Vale
em Brumadinho (MG) foi responsavel por despejar lama ao longo do Rio
Paraopeba. Esta lama pode conter ferro, manganés, aluminio, cromo,
chumbo e arsénio, sendo que a ingestdo da agua do rio, recreacdo, pesca e
consumo de alimentos que tiveram contato com a lama foi
desaconselhada (RIBEIRO; CRUZ, 2019). A aldeia indigena Nad Xoh4,
situada as margens do Rio Paraopeba, teve sua oferta de agua potavel
afetada com o despejo de lama no rio, sendo necessario o uso de
caminhdes de &gua para abastecer esta populagdo (COSTA, 2019). Outra
preocupacdo é a possibilidade de contaminagdo do Rio S&o Francisco
uma vez que o Rio Paraopeba é um dos seus principais afluentes. O Sao
Francisco passa pelos estados de Minas Gerais, Bahia, Pernambuco,
Sergipe e Alagoas e é importante economicamente para esta regido
devido as atividades de navegacdo, irrigacdo e pesca, além de que sua
transposicgao auxilia regides de seca no nordeste brasileiro.

Em Florianépolis, capital do estado de Santa Catarina, a poluigdo
de corpos hidricos traz prejuizos ao turismo da regido (THOME, 2016).
Em 2016, a poluicdo do Rio do Braz atingiu a praia de Canasvieiras,
resultando em surto epidémico de virus entéricos em moradores e turistas
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da regido (THOME, 2016). Em 2017, outro destaque negativo foi a
poluicdo do Rio Papaquara, sendo este um dos rios que constitui a bacia
hidrografica da Estacdo Ecoldgica de Carijés. O lancamento de efluentes
da estacdo de tratamento de esgoto (ETE) das proximidades € apontado
como principal agente poluidor do rio (POTTER, 2017).

A partir da problematica da escassez de agua de qualidade e em
quantidade suficiente para atender as mais diversas demandas, o
desenvolvimento de membranas nanoestruturadas em camadas com
propriedades especificas voltadas para a aplicagdo na nanofiltracdo (NF) e
capazes de reter ions metalicos pode contribuir para sistemas de
tratamento de aguas que foram contaminadas por poluentes. Além disso,
uma alta eficiéncia na dessalinizacdo pode auxiliar comunidades que ndo
possuem facil acesso a adgua doce ou que o abastecimento de agua é
precario, garantindo uma boa qualidade no tratamento em espaco
reduzido. Assim, localidades remotas, onde o tratamento de agua é
deficitario ou que ndo atende aos requisitos minimos exigidos pelas
legislacBes, podem utilizar como alternativa de tratamento de agua um
dispositivo de NF.

As membranas de NF auxiliam na remog¢do de poluentes mais
dificeis de tratar, como os ions metalicos, ap6s o tratamento convencional
da agua. Este refinamento resultaria em um efluente com a qualidade
similar de um tratamento por osmose reversa, mas com menor gasto de
energia devido a diminuicdo da pressdo necesséria.

As membranas nanoestruradas de NF normalmente sédo preparadas
a partir de modificagbes na composicdo e/ou superficie da membrana
suporte. As modificacGes superficiais da membrana sobre a camada
suporte geralmente partem de reacfes de polimerizacao in situ de filmes
finos. O filme fino é o responsavel pela seletividade da membrana e pode
elevar a eficiéncia no tratamento de agua (YIN; DENG, 2015). Além da
seletividade, o fluxo de permeado é um importante pardmetro que esta
diretamente relacionado com o custo do sistema. Desta forma, é desejavel
um equilibrio entre os pardmetros fluxo e seletividade para resultar na
elevacdo da eficiéncia da membrana de NF.

Como camada suporte, a polissulfona (PSU) é amplamente
utilizada em membranas de NF (LI et al., 2012b; MIAO; ZHANG; LIN,
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2013; PANDA; DE, 2014). Entre as propriedades dos filmes finos
polimerizados in situ em membranas nanoestrutradas, a polidopamina
(PDA) é amplamente utilizada para promover compatibilidade entre a
camada suporte e o filme fino resposavel pela seletividade da membrana
de NF (LV et al, 2016). A polietilenoimina (PEI) melhora a
hidrofilicidade e seletividade da membrana (LI et al., 2014; WU et al.,
2014), pois sua estrtura quimica possui grupos aminas, que depois de
polimerizados formam wuma rede polimérica tridimensional. A
seletividade da camada de filme fino de PEI pode ser modulada com
reacdes quimicas especifcas, as quais resultam em liga¢fes cruzadas ou
reticulacdo dos grupos aminas. O gluteraldeido (GA) é um agente
reticulante amplamente utilizado para promover ligacdes covalentes entre
grupos aminas das cadeias polimericas, fechando a estrutura, elevando a
seletividade das membranas e reduzindo o carreamento dos NM (LV et
al., 2016; ZHAO et al., 2016a).

A durabilidade e reducdo do fluxo de permeacdo das membranas
de NF podem ser afetadas pela formacdo de fouling (incrustacdo). A
prevencdo da formacdo do fouling pode ser alcangada com a adicdo de
nanomateriais (NM) como, por exemplo, nanoparticulas (NP). A adicdo
de NP em membranas tem resultado em grande avango nas propriedades,
prevencgdo do fouling e eficiéncia. A aplicacdo das NP pode ser feita tanto
no suporte quanto na camada seletiva de filme fino. Embora a adicdo de
NM possa trazer vantagens em relacdo a melhora das propriedade das
membranas de NF, é necessario cautela quanto ao possivel carreamento
dos NM da membrana, pois as mesmas propriedades que tornam NM
atrativos para as diversas aplicacdes também podem causar efeitos
toxicos para os seres vivos e meio ambiente (OBERDORSTER;
OBERDORSTER; OBERDORSTER, 2005). Além disso, a lixiviagdo das
NM promove a reducdo gradual da funcionalidade das membranas (YIN;
DENG, 2015). A incorporacdo de NP de SiO; (ELMA et al., 2012; LV et
al., 2016; WU; TANG; WU, 2013), mostraram melhorias na eficiéncia e
propriedades das membranas. As NP SiO; tém como principais vantagens
estabilidade, disponibilidade, hidrofilicidade, boa resisténcia mecanica,
baixo custo e sdo reportados melhorias na propriedade anti-fouling,
aumento do fluxo e seletividade (ELMA et al., 2012; TALEBIAN;
ZARE, 2014).
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Neste trabalho foram avaliados os efeitos toxicos de trés diferentes
nanomateriais de silica (NM SiO), sendo eles sem (NHS) e com amino-
funcionalizagdo, para o0 microcrustaceo de agua doce Daphnia magna e
para a cultura de células Vero, proveniente de rim de macaco verde
africano.

A amino-funcionalizacdo se deu com as moléculas silanoamino
primaria  (3-aminopropil)trimetdxisilano  (APTMS) e silanoamino
trisubstituida  3-[2-(2-aminoetilamino)  etilamino]propiltrimetoxisilano
(AEAEAPTMS), resultando, respectivamente, nos materiais NH1 e NH3.
Adicionalmente, foram preparadas e caracterizadas membranas
nanoestruturadas a partir do suporte de PSU, sendo que, sobre este, foi
polimerizado in situ camada de PDA e camada de PEI com um dos trés
diferentes NM de silica (NHS, NH1 e NH3). Ainda, as membranas foram
reticuladas com gluteraldeido (GA). As camadas foram selecionadas
objetivando a aplicacdo na dessalinizacdo através da remocdo de ions
metalicos, com o intuito de aumento de fluxo e maior seletividade em
relagdo & membrana sem adicdo de NM. Em fungdo dos possiveis efeitos
nocivos que a lixiviacdo das NM SiO; podem causar ao meio ambiente,
avaliou-se o potencial toxico das membranas pelo teste de toxicidade
aguda com o organismo D. magna e a possivel liberagdo de silicio para o
meio liquido lixiviado.

Neste contexto, o Laboratério de Toxicologia Ambiental
(LABTOX), do Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental da
Universidade Federal de Santa Catarina, vem produzindo estudos sobre o
desenvolvimento de membranas de NF nanoestruturadas juntamente com
a avaliagdo toxicologia e testes de eficiéncia na remogdo de
contaminantes, possuindo uma dissertagdo (OLIVEIRA, 2016) e uma tese
(GONGCALVES, 2018) ja concluidas. Sobre nanotoxicologia, 0 LABTOX
conta com uma ampla quantidade de artigos publicados em revistas
cientificas internacionais, podendo-se destacar os estudos com as
nanoparticulas de oOxido de cobre (NP CuO) sobre os organismos
Daphnia magna e Aliivibrio fischeri (ROSSETTO et al., 2014) e sobre a
lemnécia Landoltia punctata (LALAU et al., 2015); com a nanoparticula
de 6xido de cromo Il (NP Cr203) sobre os organismos D. magna e A.
fischeri (PUERARI et al., 2016) (Apéndice 4) e sobre as algas verdes
Chlamydomonas reinhardtii (COSTA et al.,, 2016); estudo com
nanobastdes de 6xido de zinco (NB ZnO) sobre o organismo D. magha
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(GONGCALVES et al., 2018); e estudo com nanomateriais de 6xido de
silicio (NM SiOy) sobre o organismo D. magna e cultura celular Vero
(VICENTINI et al., 2017; PUERARI et al., 2018) (Apéndices 5 e 6).

1.1. JUSTIFICATIVA

O relatério Estratégia Nacional de Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo
para o quadriénio 2016-2020 (BRASIL, 2016) elencou 11 temas
estratégicos para desenvolvimento, autonomia e soberania nacional. Um
dos temas elencados é “Agua” e tem como mote a necessidade do Brasil
em investir em pesquisa e desenvolvimento de novas ferramentas para a
gestdo dos recursos hidricos aliado a tecnologias adaptativas (BRASIL,
2016). Dessa maneira, a presente pesquisa se justifica por estar inserida
na proposta de solugdo para “a garantia da seguranca hidrica, alimentar e
energética da populacdo brasileira”, tendo em vista que neste estudo se
propGem o desenvolvimento de membrana de NF para dessalinizagdo e
remocdo de metais pesados, bem como a avaliagdo se a tecnologia
utilizada no desenvolvimento desta membrana ndo causa efeitos adversos
ao meio ambiente.

No ambito legal, a presente pesquisa estd amparada pelo projeto
“Nanocompositos para aplicacdo em nanofiltracdo de sais e de metais
pesados de aguas de abastecimento e efluentes”, nimero 473046/2013-0,
da Chamada Universal 14/2013 do Conselno Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq). Este projeto visa a
formacdo de recursos humanos em nivel de mestrado, doutorado e pds-
doutorado, a publicacdo e divulgacdo de conhecimento cientifico e o
desenvolvimento de um produto eficiente, seguro e economicamente
viavel.

No ambito social, os resultados do presente estudo podem servir
para embasar escolhas de alternativas de tratamento de agua para locais
em que o tratamento convencional ndo seja eficiente para atender aos
requisitos minimos de qualidade de &gua.
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No ambito cientifico, a tese elucida a influéncia da adicdo de
nanomaterial de silica (NM SiO2) sem e com amino-funcionalizacéo em
membranas de NF e as diferentes propriedades que estes materiais
conferem a tecnologia de filtracdo. Além disso, o estudo toxicoldgico
destes NM SiO; contribui para o campo da nanotoxicologia, uma vez que
demonstram a influéncia da funcionalizagdo destes materiais e alguns de
seus mecanismos de a¢do tdxica.

Dessa maneira, englobando os aspectos legal, social e cientifico,
bem como estando inserindo hum dos temas estratégicos de pesquisa no
Brasil, o presente trabalho é justificado, pois demonstra relevancia e
inovacdo ao propor materiais alternativos para o tratamento de dgua, com
a presenca de nanomateriais (NM) amino-funcionalizados, bem como
contribui para o campo da nanotoxicologia ao avaliar os materiais
isoladamente e ap6s aplicacdo nas membranas de NF.
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2. HIPOTESES

Considerando as problematicas de aumento populacional,
poluicdo de corpos hidricos e escassez de agua de qualidade, formularam-
se trés hipdteses para o desenvolvimento de um material alternativo a ser
aplicado na NF.

1 — A amino-funcionalizagcdo dos nanomateriais de silica (NM
SiO2) confere maior potencial toxico em relacdo aos NM SiO2 nédo
funcionalizados para o microcrustaceo D. magna e para a cultura celular
Vero.

2 — A aplicacdo de NM SiO, amino-funcionalizados (NH1 e
NH3) contribui para melhorar as propriedades da membrana, elevando a
hidrofilicidade e a eficiéncia de filtracéo.

3 — A toxicidade dos materiais isolados ndo serd conferida ao
lixiviado das membranas, pois a amino-funcionalizagéo resulta em maior
imobilizacdo dos NM na camada de filme fino de PEIl devido a
reticulagdo com GA.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos toxicos de nanomateriais de silica amino-
funcionalizados isolados em D. magna e células Vero e imobilizados em
composi¢cdes de membranas poliméricas em D. magna e testar a eficiéncia
na nanofiltracdo.

3.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar as caracteristicas dos NM SiO2 sem (NHS) e com
amino-funcionalizacdo (NH1 e NH3);

e Preparar e caracterizar as membranas nanoestruturadas em
camadas de polissulfona (PSU), polidopamina (PDA) e
polietilenoimina (PEI) com os trés diferentes NM SiOy;

e Testar a eficiéncia das membranas no Sistema de Filtragéo
Piloto do tipo dead-end quanto ao fluxo de permeacéo e
eficiéncia na nanofiltragdo para os sais monovalentes
AgNOs e NaCl e os sais bivalentes ZnSO4 e MgCly;

e Auvaliar os efeitos toxicos da exposicdo aguda de NHS,
NH1 e NH3 sobre o microcrustaceo Daphnia magna;

e Auvaliar a citotoxicidade e os mecanismos de acdo tdxica
de NHS, NH1 e NH3 sobre células Vero;

e Avaliar o potencial toxico do lixiviado das membranas
para o microcrustaceo D. magna e se 0s NM SiO; foram
lixivados.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. SEPARACAO POR MEMBRANAS

Atualmente, existem diversas técnicas disponiveis para o
tratamento de agua e efluentes industriais. Uma delas é a separacdo por
membranas. Essa técnica consiste no uso de membranas como barreira
seletiva, regulando o transporte de substancia entre dois compartimentos
(ULBRICHT, 2006). Para Ulbricht (2006), a principal vantagem desta
técnica sobre as outras é a seletividade de transporte da membrana, sendo
gue o tratamento pode ser realizado sem aditivos quimicos e a baixa
temperatura, o que demandaria menor consumo de energia.

Santos (2011) cita alguns processos utilizados nesta técnica:

e Dialise: processo que usa diferencial de concentracdo
como forca motriz e retém moléculas de massa molar
maior que 5000 Da. Permeacdo de ions e moléculas
organicas de baixa massa molar;

e Eletrodialise: diferencial de potencial elétrico como forca
motriz e retencdo de macromoléculas e compostos nao
ibnicos. Permeacéo de ions;

e Permeacdo de gases: for¢a motriz pode ser combinacao de
diferencial de concentracdo e de pressdo (0,2 a 0,5 bar) e
retencdo de gas menos permedvel. Permeacdo de gas mais
permeavel;

e Pervaporacdo: pressdo de vapor como forca motriz e
retencdo de liquido menos permeavel. Permeacdo de
liquido mais permeavel.

Porém, no processo de separa¢do por membranas, destacam-se a
microfiltracdo (MF), a ultrafiltracdo (UF), a nanofiltracdo (NF) e a
osmose reversa (OR), que utilizam a pressdo hidraulica como forga
motriz para separar a agua dos contaminantes (METCALF & EDDY,
2014; MIERZWA et al., 2008).

A Figura 1 apresenta um comparativo do tamanho do poro
caracteristico para os processos de OR, NF, UF, MF e filtracdo
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convencional em relacdo aos diferentes solutos que podem ser
empregados em cada processo. As membranas utilizadas para a MF
filtram particulas coloidais e bactérias de 0,1 a 10 pm de didmetro,
enquanto que as membranas de UF s8o capazes de reter macromoléculas
dissolvidas, tais como a hemoglobina (7 nm) (BAKER, 2004). As
membranas de OR sdo caracterizadas por serem densas, logo o
mecanismo de transporte aceito por essas membranas é chamado de
modelo de solucdo-difusdo. De acordo com este modelo, a separacdo
ocorre devido a diferenga de solubilidades e mobilidades de diferentes
solutos na membrana, sendo que a principal aplicacdo é na dessalinizac&o
de dguas (BAKER, 2004).
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Figura 1 - Tamanho do poro de cada processo de filtracdo e tamanho relativo
dos solutos a serem aplicados.

H,O Sacarose Virus Influenza Bactéria Staphylococcus
(0,2nm) (1nm) (100 nm) (lum)
Na* H .
emoglobina Pseudomona diminuta
(0,37 nm) (7 nm) (0,28 p.m)
o o O (
Convencional
| MF
| UF
0,1nm 1nm 10 nm 100 nm 1um 10 um 100 pm

Diametro dos poros

Fonte: Adaptado de BAKER, 2004

Para a aplicagdo de pressdo hidraulica sobre o liquido a ser tratado,
existem dois sistemas de filtragdo utilizados, denominados de dead-end
(filtracdo estatica) e cross-flow (filtracdo tangencial). No sistema dead-
end, o fluxo ocorre perpendicular a superficie da membrana, fazendo com
que as particulas retidas se acumulem e se depositem na superficie da
membrana (FANE; WANG; JIA; 2011). O acumulo de material retido na
superficie da membrana aumenta com o tempo de filtragdo e o incremento
na espessura desta camada é responsavel por diminuir o fluxo de
permeacdo (MULDER, 1996). Ja no sitema cross-flow, o fluxo de
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alimentacdo é paralelo a superficie da membrana. A filtracdo tangencial
pode resultar em fluxos de permeacdo muito mais altos a medida que a
corrente remove continuamente o material retido (FANE; WANG,; JIA;
2011). Segundo Mulder (1996), para aplicacBes industriais, prefere-se o
sistema cross-flow devido a menor tendéncia de formacao de fouling que
o0 sistema dead-end. Porém, a operacdo em sistema cross-flow necessita
de equipamentos mais complexos e requer mais energia de operacdo
devido & necessidade de recirculagdo da solucdo de alimentacdo (FANE;
WANG; JIA; 2011). Assim, o sistema dead-end é mais usado no
polimento de 4gua e efluentes ja previamente tratados, sendo necesséria
limpeza periddica para diminuir o efeito fouling (FANE; WANG; JIA;
2011).

O modo como as membranas sdo aplicadas nos processos de
tratamento sdo varidveis (METCALF & EDDY, 2014). Dentre os
maodulos de membrana, destacam-se as seguintes configuragdes:

e Placas: uma das primeiras configuracbes de membrana
empregadas em processos industriais (CHEN et al., 2011),
tem estrutura simples (Fig. 2-A) e substituicdo de
membranas é facil, conforme Tabela 1. Essa configuracéo
estd mais proximas das membranas planas usadas em
laboratérios de pesquisa (MULDER, 1996). Duas
membranas sdo colocadas de forma semelhante a um
sanduiche, com os lados de alimentagéo voltados um para
0 outro e um espacador entre elas (CHEN et al., 2011;
MULDER, 1996).

e Tubular: nesta configuracdo, membranas de formato
tubular sdo inseridas em um tubo poroso de aco
inoxidavel, de cerdmica ou de plastico (Fig. 2-B)
(MULDER, 1996). O fluxo de alimenta¢do flui a partir do
centro dos tubos e o de permeacdo flui através do tubo de
suporte poroso (CHEN et al., 2011; MULDER, 1996).
Geralmente esta configuragdo é usada para membranas
cerdmicas (CHEN et al., 2011).
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Enrolado em espiral: neste modulo, as membranas planas
sdo enroladas em torno de um tubo coletor central
(MULDER, 1996), visualizado na Figura 2-C. A
alimentacgdo flui axialmente através do mddulo cilindrico
paralelo ao longo do tubo central e o permeado flui
radialmente em diregdo ao tubo central (CHEN et al.,
2011) e esta configuracdo pode ser aplicada para OR, NF
e UF (MULDER, 1996).

Fibra oca: consiste de um grande namero de fibras
montadas em conjunto em um modulo (Fig. 2-D). As
extremidades livres das fibras sdo frequentemente
envasadas com agentes como resinas epoxi, poliuretanos
ou borracha de silicone (CHEN et al., 2011). A solugo de
alimentacdo pode entrar tanto por dentro da fibra (“inside-
out") quanto por fora (“outside-in"). Esse modulo é usado
quando o efluente ja é relativamente tratado, como em
separacdo de gases e pervaporacdo. O UusO na
dessalinizagdo de aguas deve ser acompanhando de um
pré-tratamento eficaz (MULDER, 1996).
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Figura 2 - Principais configura¢fes dos médulos de membrana.

A Permeado C
Membrana
Membrana
. ~ E: d
Alimentagdo spagacer
—- —- Permeado Alimentagdo
~f—
Membrana
Permeado
B Membrana D

Alimentagao
~ff—

Permeado

Fonte: Adaptado de Chen et al. (2011)

Permeado

Fibra oca

T Alimentagdo

Segundo Mulder (1996), a escolha da configuragdo das membranas
deve ser realizada de acordo com questfes econdmicas, tendo que se
levar em conta a aplicacdo ideal de cada mddulo. Por exemplo, apesar de
ser a configuragcdo mais cara de acordo com a Tabela 1, a configuracéo
tubular é aplicavel em situacdes que podem gerar alto efeito fouling, e
isso se d& uma vez que esta configuracdo apresenta facilidade de limpeza
(MULDER, 1996). Segundo Metcalf & Eddy (2014), a configuracdo em
placas é mais utilizada em processos industriais.
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Tabela 1 - Comparacdo qualitativa das configuracdes de membrana.
Enroladaem  Fibra

Tubular  Placas

espiral oca

. . Muit

Densidade Baixa > > urto
alta

Investimento Alto < < Baixa

Tendéncia ao . Muito

. Baixo > >

Fouling alto

Limpeza Facil < < Dificil
Substituicao . N n
¢ Depende Sim Néo Néo

da membrana
Fonte: Adaptado de Mulder (1996).

Para Pawtowski et al. (1998), apesar do modulo enrolado em
espiral ser o mais utilizado nas aplica¢fes industriais, membranas planas
sdo mais facilmente utilizadas em escala laboratorial devido a sua fécil
substituicéo.

4.2. NANOFILTRAGAO

A NF é uma técnica de tratamento de agua reconhecida no final da
década de 80 (MOHAMMAD et al., 2014), sendo chamada inicialmente
de “Osmose Reversa de Baixa Pressdio” (VAN DER BRUGGEN;
VANDECASTEELE, 2003). E uma tecnologia eficiente e ecoldgica para
descontaminagdo e reuso de efluentes industriais (HILAL et al., 2004).
Inicialmente aplicada para a separacdo de sal e lactose em indUstria de
laticinios, a NF tem sido utilizada em diversos segmentos (FANE;
WANG; JIA; 2011), pois é eficiente na remocdo de uma vasta gama de
poluentes de A&guas subterrdneas e superficiais com o intuito ao
abastecimento para consumo e reuso (VAN DER BRUGGEN;
VANDECASTEELE, 2003). Sua principal aplicagdo é na remocdo de
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baixos niveis de contaminantes de &aguas ja relativamente tratadas
(BAKER, 2004).

A NF possui propriedades entre UF e OR, como pode ser
observado na Figura 3. E eficaz na separacdo de sais inorganicos
bivalentes e polivalentes e pequenas moléculas organicas, sendo
comumente utilizada em tratamento de efluentes e na dessalinizacéo
(MOHAMMAD et al., 2014; KAJITVICHYANUKUL et al., 2011), para
remocdo de micropoluentes, nitratos, arsénio, virus e bactérias (VAN
DER BRUGGEN; VANDECASTEELE, 2003).

Figura 3 - Caracteristicas das membranas de acordo com o tipo de filtragdo (1
kPa = 0,01 bar).
PRESSAQ DIAMETRO DO PORO

(bar) \\/,v (um)
OR 15 a 150 < 0,001

<

NF 5a35 S, ! <0,001
A Y
\\
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UF  1al0 e 0,00120,1
I\
MF <2 01as
"
ﬁ Agua ’
---------- »  Saisdissolvidos =TTV Protelr.was
e Lactose —— Bactériase gorduras

Fonte: Adaptado de MIERZWA et al., 2008

A NF trabalha em um intervalo de pressdes inferiores em
comparacdo com OR, sendo assim, 0s gastos com energia s&0 menores
para NF. As principais vantagens das membranas de NF sdo menor
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pressdo de operagdo, alto fluxo, alta retencdo de sais multivalentes,
relativo baixo investimento e baixo custo de manutencdo e operacdo
(HILAL et al., 2004; LU; BIAN; SHI, 2002). Como desvantagem, as
membranas de NF apresentam baixa rejeicdo a sais dissolvidos,
principalmente sais monovalentes como cloreto de sodio (NaCl) e cloreto
de potassio (KCI) (KAJITVICHYANUKUL et al., 2011). As membranas
de NF possuem rejeicdo de NaCl na faixa entre 20 e 80%, enquanto que
as membranas de OR conseguem reter mais de 90%. Em contra partida,
as membranas destinadas a UF tem rejeicdo a este sal menor que 5%
(BAKER, 2004). Outras caracteristicas da NF sdo remocdo de ions
multivalentes acima de 99% e alta rejeicdo (>90%) a compostos
organicos com peso molecular superior ao da membrana (LI et al., 2008).

O desenvolvimento da técnica de NF se baseia na criacdo de
tecnologias cada vez melhores na filtracdo de substancias de um liquido.
Uma membrana é uma barreira fisica com permeabilidade seletiva que
separa duas fases (MULDER, 1996). As membranas podem ser divididas
entre naturais e sintéticas, sendo que esta Ultima categoria pode
subdividir-se em organicas, ou seja, membranas poliméricas ou liquidas,
e inorganicas, membranas ceramicas ou metalicas (MULDER, 1996).

As membranas podem ser divididas quanto aos seus poros. Nos
processos de UF e MF, as membranas porosas sdo mais utilizadas. Para
OR, Pervaporacdo e Separacdo de Gases, a camada polimérica deve ser
densa, sem a presenga de poros visiveis (BAKER, 2004). Ja as
membranas de NF sdo categorizadas por possuirem poros com diametro
entre 5 A e 10 A, estando entre membranas estritamente microporosas
(UF) e membranas estritamente de solucdo-difusdo (OR) (BAKER,
2004). A separacdo, neste caso, é atribuida as caracteristicas intrinsecas
do material que constitui a membrana (BAKER, 2004; MULDER, 1996).
A maioria das membranas de NF é constituida por um suporte ou
substrato poroso e sobre este é depositado uma ou mais camadas de filme
fino, responsavel por promover a separacdo de 4gua e contaminantes.

O mecanismo de separacdo dos contaminantes da agua em
membranas de NF é caracterizado por ser uma soma de fatores. Sabe-se
gue o tamanho do poro é uma caracteristica importante dessas membranas
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(PAWLOWSKI et al., 1998), cuja funcdo se encontra na exclusdo de
componentes, isto é, ndo ocorre a permeacdo de compostos com
tamanhos superiores ao diametro do poro. Outro fator que explica a
eficiéncia na remocdo de poluentes na NF é a carga da membrana. A
presenga de grupos idnicos na estrutura polimérica e suas dissociagdes,
podendo ser —SOsH, -COOH ou —NH, por exemplo, confere carga
guando a membrana entra em contato com uma solu¢cdo (PAWLOWSKI
et al.,, 1998). Este processo é conhecido como efeito Donnan. A
dissociacdo dos grupos idnicos ocorre tanto na superficie quanto no
interior dos poros, podendo conferir caracteristica acida ou bésica a
membrana dependendo do material que foi empregado no seu
desenvolvimento (MOHAMMAD et al., 2014). Devido a presenca de
carga quando em contato com solucdo salina, ocorre equilibrio entre
membrana e solucdo (PAWLOWSKI et al., 1998). As concentracdes
ibnicas na membrana sdo diferentes das da solucdo, o que gera uma
diferenca de potencial na interface, chamado de potencial de Donnan. A
funcgdo deste potencial é neutralizar o transporte de contra-ions (ions com
carga oposta & da membrana) para a fase de solugdo e de co-ions (ions
com carga igual a da membrana) para a fase de membrana
(PAWLOWSKI et al., 1998). Dessa forma, ions com a mesma carga que
0s grupos idnicos da membrana sofrem exclusdo e ndo sdo permeados
(MULDER, 1996). O efeito do potencial de Donnan, entéo, é repelir o co-
ion da membrana. Devido aos requisitos de eletroneutralidade, o contra-
fon também é rejeitado e ocorre retencdo de sal (PAWEOWSKI et al.,
1998). Assim, a exclusdo de Donnan permite a remocdo de ions de
tamanhos menores que o poro da membrana devido a essa interacdo entre
cargas.

No caso das membranas poliméricas, melhoramentos como
polimerizacdo interfacial, incorporacdo de nanomateriais e tratamento
UV, visam o desenvolvimento de membranas com maior seletividade,
maior rejeicdo e menores problemas de incrustagdo (MOHAMMAD et
al., 2014). Uma das técnicas utilizadas no desenvolvimento de
membranas de NF é a deposicdo de um filme fino denso sobre um suporte
poroso. Essa preparacdo € baseada na polimerizacdo interfacial, que
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ocorre na interface de duas fases imisciveis para produzir uma camada de
polimero muito fina e densa (WU et al., 2014).

Um dos principais problemas das membranas de NF é o efeito
fouling. O crescimento de microrganismos sobre a membrana pode
interferir nas suas propriedades hidraulicas e/ou promover um ataque
biologico ao material (WANG et al., 2011). A insercdo de nanomateriais
(NM), como as nanoparticulas (NP), tem sido apontada como uma
solucdo para este problema. Na literatura, reporta-se que a utilizacdo de
NP ZnO (BALTA et al., 2012), NP Al,03 (MAXIMOUS et al., 2010), NP
TiO; (BAE; TAK, 2005), entre outros, foi capaz de reduzir o fouling das
membranas, além de melhorar as propriedades de permeabilidade e
rejeicdo de sais.

A incorporacdo de NM em membranas de NF pode ser classificada
em 4 diferentes categorias dependendo da localizagdo e estrutura da
membrana. Na Figura 4, sdo apresentadas as 4 categorias. Além disso, 0s
NM inseridos podem ser inorgénicos, organicos, biomateriais ou um NM
hibrido com dois ou mais materiais constituintes (YIN; DENG, 2015).

Figura 4 - Classificagdo da membrana polimérica de acordo com a
localizacédo da incorporacdo do NM.

LT ELLLL

Nanocompdsito convencional Filme fino com substrato nanocomposito
L] [
0%00° 0% 04 %0, 00 o040, .’.’.ig‘.i’. LY ’OOI.|.O!

Filme fino nanocompdsito Nanomateriais localizadas superficialmente

Fonte: Adaptado de YIN; DENG, 2015.



50

Em membranas nanocompositas convencionais, a fabricagdo
consiste em dispersar o NM antes do processo de inversdo de fases (YIN;
DENG, 2015). Os filmes finos consistem em uma camada ultra-fina sobre
um suporte poroso, sendo que 0 seu uso tem sido empregado
principalmente em dessalinizacdo de agua marinha, remocao de metais
pesados, dureza, micro poluentes como pesticidas, entre outros (YIN;
DENG, 2015). A utilizacio de NM na fabricagdo de filmes finos
nanocompdsitos € variada, sendo zedlitas, NT de carbono, SiOz, Ag e
TiO2 os materiais mais comuns (YIN; DENG, 2015). As membranas com
camada de filme fino e substrato nanocompdsito foram inicialmente
desenvolvidas para avaliar a compactacao, sendo que ao NM é atribuida a
capacidade de promover a resisténcia mecanica para ndo haver o colapso
da estrutura porosa e reducdo de espessura das membranas quando
submetidas a pressdo (YIN; DENG, 2015). Por fim, o dltimo tipo de
membrana é caracterizado por ter os NM localizados na superficie. Nesse
processo, a estrutura intrinseca da membrana ndo € alterada, ou seja,
podem-se aproveitar as membranas comerciais para efetuar as
modificacdes superficiais pelos métodos de automontagem, deposicdo ou
enxerto quimico e com o uso de NM (YIN; DENG, 2015).

Em trabalho recente do LABTOX, Gongalves (2018) desenvolveu
uma membrana de NF composta por camada suporte de PSU com filme
fino de PA e adigdo de diferentes concentracBes de nanobastéo de dxido
de zinco (NB ZnO) amino-funcionalizados. A incorpora¢do dos NB ZnO
modificados diminuiu a hidrofilicidade e permeabilidade hidraulica das
membranas, sendo que este fendmeno foi atribuido as concentragdes
elevadas de NM utilizadas (GONCALVES, 2018). Além dessas reducdes,
com a incorporacdo dos NB ZnO foi relatado aumento no fluxo de agua,
moderada ou baixa rejeicdo a MgCl, e a NaCl e liberacdo de ions Zn
pelas membranas conforme aumento da quantidade de NM adicionado,
porém a quantidade liberada néo foi suficiente para causar efeitos toxicos
em Daphnia magna (GONCALVES, 2018).



51

43.  DESSALINIZACAO

O processo fisico-quimico de retirada de sais da dgua é conhecido
por dessalinizacéo e atualmente 4 métodos sdo adotados para tornar dguas
com salinidade em potavel. A dessalinizacdo pode ser feita através de
membranas de OR (ALGHOUL et al., 2016), destilacdo multiestagios
(TOKUI et al., 2014), método térmico (TAMBURINI et al., 2016) e por
congelamento (GAO et al., 2014). O uso de OR para dessalinizacdo
corresponde a mais fina forma de filtragdo existente, porém o alto custo
relacionado a alta pressdo empregada nesse tratamento requer o
desenvolvimento de membranas com maior permeabilidade e menor
pressdo de operagéo.

De acordo com a Resolugdo CONAMA 357/2005, 0s corpos
hidricos podem ser classificados em 3 diferentes categorias. As aguas
doces devem possuir salinidade inferior a 0,5 %o, as aguas salobras
possuem salinidade entre 0,5 %o ¢ 30 %o, enquanto que as aguas salinas
tem salinidade superior a 30 %o. Por salinidade entende-se que ha a
presenga de sais dissolvidos na agua, como MgCl, e NaCl, por exemplo.
Ainda segundo a Resolugdo CONAMA 357/2005, as aguas salobras que
atendem aos requisitos exigidos para Classe | podem ser destinadas ao
abastecimento para consumo humano apds tratamento convencional ou
avangado. Desta forma, uma alternativa para tratamento e reducéo da
salinidade destas aguas seria a NF.

Geralmente os sais dissolvidos na agua sdo formados por metais.
Os elementos dos grupos 1A (exceto o hidrogénio) e 2A da tabela
periodica sdo classificados como metais, apesar de ndo se enquadrarem
no termo “metais pesados”. Litio (Li), sodio (Na), potassio (K), rubidio
(Rb), césio (Cs) e francio (Fr), pertencentes ao grupo 1A, sdo
considerados metais alcalinos, enquanto os elementos do grupo 2A,
berilio (Be), magnésio (Mg), calcio (Ca), estréncio (Sr), bario (Ba) e
radio (Ra) sdo os metais alcalinos terrosos. Dentre estes metais,
destacam-se 0 Na e 0 Mg, uma vez que sdo alvos de diversos estudos de
remocdo de sais que os contém por membranas de NF. A Tabela 2
apresenta alguns estudos de dessalinizagéo utilizando membranas de NF.
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Tabela 2 - Rejeicdo de sais por membranas de NF.
Rejeicdo Pressdo

Composicao Sal (%) (bar) Referéncia
MgSO4 91,3
NazS04 88,4
PSU/CCh/PEI  MgCl, 87,4 6 (let(J)leé)al.,
CaCl, 79,9
NaCl 41,5
MgCl, 97*
CaCl; 95*
PAN/PDA/PEI  MgSOs 92* 6 (L;/OitS?I.,
NazS04 55*
NaCl 47*
MgCl; 97,8
NaCl 74* (DONG et
PAN/QAPEEK MgSO. 61 4 al., 2016)
Na>SO04 49*

Legenda: * valor aproximado

Conforme observado na Tabela 2, no estudo de Qiu et al. (2016), a
co-deposicdo de PEI e catecol (CCh) sobre suporte de PSU resultou na
rejeicdo de sais na seguinte ordem MgSQOs > NaSOs > MgCl, > CaCl, >
NaCl. Sobre efeito Donnan, a membrana de carga superficial negativa
apresentou maior repulsdo a ions polivalentes (SO4%) que ions
monovalentes (CI) (QIU et al., 2016). Outro fator que influencia a ordem
de rejeicdo é o raio i6nico de hidratacdo. O Mg?* possui raio de
hidratagdo igual a 0,70 nm, enquanto o Ca?* tem 0,63 nm e o Na* tem
0,47 nm (KIELLAND, 1973). Assim, cations maiores sdo retidos com
mais eficiéncia que cations menores (QIU et al., 2016). A ordem de
rejeicdo obtida por Lv et al. (2015) foi a seguinte: MgCl, > CaCl, >
MgSO4 > NazSO4 > NaCl. Quando o tamanho do poro da membrana é
muito maior que o tamanho do raio de hidratacdo do ion, a rejeicdo se da
principalmente pelas interagcBes elétricas entre membrana e ions em
solucdo (LV et al., 2015). A membrana desenvolvida por Lv et al. (2015),
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ao contrério da desenvolvida por Qiu et al. (2016), possuia carga positiva,
0 que gera melhor rejeicdo para cations polivalentes que anions
polivalentes. A maior rejei¢édo de Na;SOs em comparagdo a NaCl se da
pelo efeito de peneiramento (LI et al., 2012b; LV et al., 2015), uma vez
que o raio de hidratacdo de SO4> (0,55 nm) é muito maior que o de CI-
(0,39 nm) (WANG et al., 2005).

A membrana de Dong et al. (2016), composta por poliéter éter
cetona quaternizada (QAPEEK) sobre suporte de PAN, também possui
carga superficial positiva. A ordem de rejeicdo obtida foi MgCl, > NaCl
> MgSOs > NaSO4 e a rejeicdo preferencial de Mg?* sobre Na* é
atribuida ao efeito Donnan, uma vez que a presenga de grupos amonio
quartenarios gera uma forte forca de repulsdo com cations multivalentes
(DONG et al., 2016). Além disso, o SO4* se liga facilmente aos ions da
superficie da membrana, o que gera uma reducdo da carga efetiva da
membrana e, consequentemente, rejeicdo menor para este anion (DONG
etal., 2016).

4.3.1. Metais Pesados

Os metais pesados sdo elementos metalicos ou metaloides
(semimetais) que possuem alta densidade e que podem ser toxicos em
baixas concentragbes (DUFFUS, 2002; NAGAJYOTI; LEE;
SREEKANTH, 2010; TCHOUNWOU et al., 2012). Alguns destes metais
sdo micronutrientes para os organismos (DUFFUS, 2002). Os elementos
cobalto (Co), cobre (Cu), cromo (Cr), ferro (Fe), magnésio (Mg),
manganés (Mn), molibdénio (Mo), niquel (Ni), selénio (Se) e zinco (Zn)
sdo considerados nutrientes essenciais (RASKIN et al., 1994;
TCHOUNWOU et al.,, 2012). Apesar de alguns serem considerados
micronutrientes essenciais, a presenca excessiva de metais pesados no
organismo pode afetar organelas como membrana celular, mitocdndrias,
lisossomos, reticulo endoplasmatico e algumas enzimas envolvidas no
metabolismo celular (BOWER; LEONARD; SHI, 2005).

A contaminacdo ambiental por sais compostos de metais pesados é
preocupante. Como poluentes nas aguas, a presenca de metais como As,
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Cd, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, Zn tem como fontes as aguas residuarias urbanas
e industriais e as &guas pluviais urbanas (VON SPERLING, 2005). Ainda
segundo Von Sperling (2005), a presenca de metais tem como possiveis
efeitos poluidores toxicidade, inibicdo do tratamento bioldgico dos
esgotos, problemas na disposicdo do lodo na agricultura e contaminacéo
de aguas subterraneas. Em despejos industriais como galvanoplastia e
curtumes, metais pesados conferem alta toxidez ao efluente
impossibilitando o tratamento biol6gico (NUNES, 2012). QOutras fontes
de despejo de metais pesados sdo efluentes de tingimento, refino de
petroleo, inddstria quimica, mineracdo, fabricas de fertilizantes, industria
de processo fotografico, fabricagdo de baterias e lixiviados de aterros
(GHERASIM; MIKULASEK, 2014).

Diversas técnicas podem ser empregadas para remoc¢do de metais
de efluentes, como precipitacdo quimica, troca ibnica, adsorcdo por NM,
biossor¢do, fotocatdlise, entre outros (ZHAO et al., 2016b). Para a
remogdo de metais pesados de efluentes, a NF é considerada uma
tecnologia promissora (AL-RASHDI; JOHNSON; HILAL, 2013; FU;
WANG, 2011; GHERASIM; MIKULASEK, 2014; ZHU et al., 2015). A
Tabela 3 apresenta alguns resultados de rejeicdo de metais pesados
utilizando NF.
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Tabela 3 — Composicdes e resultados de rejeicdo de metais pesados na NF.

Rejeicdo

Presséo

Composicdo  Metal (%) (bar) Referéncia
2+
pvDFA- M 47,9 (ZENG et al.,
HNTS cr 52,3 3 2016)
Cad? 44,2
- (GHAEE et al.,
CA/QTS Cu 81,0 5 2015)
PSU/PMDC o
HE/QTS Zn 97,5 6 (Jletal., 2015)
Pb2* 93,0 (ZHANG et al.,
PES/IQTS Ni2* 96,3 10 2015)
(SERRAO
PSU/PA/PPZ  Ag 76,4 10 SOUSA; RIBAU
TEIXEIRA, 2015)
(RELIGA;
KOWALIK-
3+
PSU/PPZ Cr 97,0 14 KLIMCZAK,
2015)
Ni2+ 95,0 (BASARAN et al.,
PES/PSU/PA oré+ 950 30 2015)
Ni2+ 94,1 (CHEN et al.,
PSSIPEI Cd? 93,7 4 2014)
Cu? 90,0 (FERSI
PSU/PA Cad?+ 86,0 4 BENNANI;
Zn?* 93,0 M’HIRI, 2013)
(GHERASIM;
PSU/PA Pb2+ >98,0 10 MIKULASEK,
2014)

Vale destacar, também, a existéncia de legislac@es brasileiras sobre
a quantidade maxima de metais permitida em aguas e efluentes. A Tabela
4 apresenta os limites de metais segundo a Resolucdio CONAMA
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430/2011, referente a Padrbes de Lancamentos de Efluentes, e a Portaria
de Consolidacdo N° 5, de 28 de setembro de 2017, Anexo XX do

Ministério da Satde, referente a Padrdes de Potabilidade de Agua.

Tabela 4 - Concentraces limites de metais pela legislacdo brasileira.

METAL CONAMA 430/2011 PRC N°5/2017
Aluminio (Al) - 0,20 mg L*!
Antimonio (Sb) - 0,005 mg L*!

Arsénio (As) 0,50 mg L* 0,01 mg L*!
Cadmio (Cd) 0,20mg L* 0,005 mg L
Chumbo (Pb) 0,50mg L? 0,01 mgL*
Cobre (Cu) 1,00 mg L? 2,00mg L?
Cromo (Cr) - 0,50 mg L*
Cr3* 1,00 mg L? -
Cré* 0,10mg L? -
Estanho (Sn) 4,00 mg L -

Ferro (Fe) 15,00 mg L 0,30 mg L
Manganés (Mn) 1,00 mg L 0,1mgL*
Mercdrio (Hg) 0,00mgL? 0,001 mg L

Niquel (Ni) 2,00mgL? 0,07mgL*

Prata (Ag) 0,1mglL? -

Selénio (Se) 0,30 mg L* 0,01 mg Lt
Sédio (Na)* - 200 mg L?
Zinco (Zn) 500mgL? 500mgL?

*0 sodio é considerado um parametro organoléptico, isto €, que pode
ser sentido pelos seres humanos.

Assim, tratamentos de agua envolvendo a NF devem se basear nos
limites maximos permitidos pelas legislagfes brasileiras no que tange as

concentracBes de metais em corpos hidricos.
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4.4. POLISSULFONA

A polissulfona (PSU) ¢é um polimero de caracteristica
predominantemente amorfa. Apresenta elevada resisténcia quimica,
resistindo aos acidos, alcalis, solugdes salinas, detergentes, 6leos e alcoois
(SOUZA, 2006). A estrutura monomérica da PSU é apresentada na
Figura 5.

Figura 5 - Estrutura monomeérica da PSU.
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Fonte: Adaptado de Ren; Wang (2011)

Membranas de PSU sdo usadas principalmente para MF, UF e
membranas de separagdo de gases. Porém, podem ser utilizadas como
uma camada suporte porosa para OR e NF (REN; WANG, 2011).

Para Nogueira (2012), as caracteristicas que permitem a aplicacdo
de PSU como membranas séo:

« Elevada resisténcia mecanica e a deformacao;

« Estabilidade em ampla faixa de pH (2 a 13);

« Excelente biocompatibilidade;

* Transformagédo rapida em membranas de MF e UF, oferecendo
alto controle sobre o tamanho do poro e sobre a distribui¢cdo de tamanho
dos poros.

Outras caracteristicas que corroboram para o uso de membranas de
PSU sdo sua boa estabilidade fisico-quimica, estabilidade térmica
(aproximadamente 80 °C), resisténcia ao cloro e a oxidacdo (SINHA,;
PURKAIT, 2015). Tais caracteristicas fazem da PSU uma excelente
opcdo de suporte poroso e sustentagcdo mecanica para as membranas de
NF. Por outro lado, a desvantagem da membrana de PSU é a deposi¢do de
agentes promotores de fouling na superficie e nos poros devido a sua
caracteristica hidrofébica (MULDER, 1996; SINHA; PURKAIT, 2015).
No trabalho de Kumar et al. (2013b), a realizacdo de uma blenda
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QTS/PSU para membranas de UF melhorou as propriedades anti-fouling.
A blenda com QTS, quando comparada com a membrana somente de
PSU, promoveu a diminui¢cdo do angulo de contato, ou seja, elevou a
hidrofilicidade, e aumento do fluxo de permeado (KUMAR et al., 2013b).
A incorporagdo de NM é capaz de aumentar ainda mais a hidrofilicidade.
A insercdo de nanotubos (NT) de TiO2 em membrana de QTS/PSU
promoveu melhoras na permeabilidade e nas propriedades anti-fouling
guando comparada com a mesma composi¢cdo de membrana sem a adi¢do
dos NM (KUMAR et al., 2013c). Na literatura também sdo encontrados
trabalhos com a utilizagdo da PSU como suporte para PDA e PEI
(KASEMSET et al., 2017; L1 et al., 2014; QIU et al., 2016; ZHAO et al.,
2016a).

45. POLIDOPAMINA

A dopamina é uma substancia que em sua estrutura possui 0s
grupos funcionais catecol e amina primaria (HEBBAR et al., 2016). A
polimerizacdo em polidopamina (PDA) ocorre sob condi¢fes de
oxidacdo. Assim, a dopamina passa por um processo de auto
polimerizacdo em solugdes aquosas gerando a PDA (HEBBAR et al.,
2016), conforme apresentado na Figura 6.

Figura 6 — Esquema resumido da reacdo de polimerizagdo da dopamina em
polidopamina.
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Fonte: Adaptado de Hong Xu, Xue Shi (2013)

A PDA é conhecida por possuir caracteristicas altamente adesivas
(HEBBAR et al., 2016; JIANG et al., 2013; LIU; SHAO; YANG, 2013).
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Dessa maneira, este polimero vem sendo utilizado na literatura, entre
outras aplicagfes, como revestimento de NM, inclusive com reducéo da
toxicidade dos mesmos. Em estudo de Hong et al. (2011), revestiu-se
semicondutores quantum dots (QDs) de seleneto de cadmio (CdSe) com
uma camada de PDA. Este processo foi capaz de prevenir a libera¢do de
fons téxicos pelos QDs. A reducdo da toxicidade € atribuida a presenca de
grupos catecol da camada de PDA, que complexam os ions de Cd
liberados da estrutura dos QDs (HONG et al., 2011). Apesar da dopamina
ser uma substancia conhecida por possuir efeitos citotdxicos, ndo foi
observada a liberagdo de moléculas ndo-polimerizadas pela camada de
PDA (HONG et al., 2011).

A presenca de grupos funcionais hidroxila e amina na PDA confere
aos substratos capacidade hidrofilica e anti-fouling (ZHU et al., 2011),
caracteristicas importantes quando se trata de membranas para tratamento
de agua. A modificacdo de membrana porosa de polietileno (PE) com
PDA resultou em uma superficie menos rugosa e com visivel redugdo dos
poros (LIU; SHAO; YANG, 2013b). Também foi observada melhora na
hidrofilicidade da membrana, uma vez que PE é conhecido por ser
hidrofdbico. O angulo de contato da membrana de PE sem modificacdo
foi de 124,1 = 5,1°, enquanto que na presenca de PDA foi equivalente a
46,7 + 3,8° (LIU; SHAO; YANG, 2013). Além de melhora na
hidrofilicidade, reporta-se que a utilizagdo de camada de PDA
funcionalizada com polivinilpirrolidona (PVP) em membrana de
polipropileno (PP) foi capaz de melhorar a caracteristica anti-fouling
(JIANG et al., 2013). A simples insercdo de membranas de UF de PSU
em solucdo de PDA resultou em uma membrana de NF, com o aumento
de hidrofilicidade, capacidade de rejeicdo completa de corantes e rejeicdo
de 68,7% de CaCl, (LI et al., 2012b).

No estudo de Kasemset et al. (2017), foram testadas diferentes
concentracdes e diferentes tempos de deposicdo de PDA sobre membrana
de UF de PSU. Em ensaio de permeacdo de &gua, o aumento da
concentracdo e 0 aumento do tempo de deposicdo foram responsaveis
pelo decrescimento do fluxo de agua do permeado. Este efeito foi
atribuido as diferentes espessuras resultantes de PDA obtidas e ao
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fechamento e bloqueamento de poros da membrana de PSU
(KASEMSET et al., 2017). Kasemset et al. (2017) ainda apontam que a
reducdo dos tamanhos dos poros da membrana geralmente resulta em
uma maior rejei¢do de soluto, contudo ndo foram realizados ensaios para
avaliar esta propriedade.

Apesar das caracteristicas positivas que confere a membranas de
NF, o revestimento com PDA somente ndo é denso o bastante para altas
rejeicdes de sais (LV et al., 2015).

4.6. POLIETILENOIMINA

O polietilenoimina (PEI) (Figura 7) € um polimero altamente
basico e carregado positivamente. Contém grupos amino primario,
secundario e terciario na propor¢do 1:2:1. Devido a repeticdo do
mondmero etilamina, o PEI é altamente solGvel em &4gua (VICENNATI et
al., 2008). A aplicacgdo industrial do PEI é ampla, podendo ser encontrado
no tratamento de agua e em aplicacBes biomédicas, apesar de alguns
estudos demonstraram que o polimero pode ser citotoxico devido a baixa
biodegradabilidade (VICENNATI et al., 2008). Além disso, na literatura
reporta-se o potencial antimicrobiano do PEI (FOX et al., 2016).

Figura 7 - Estrutura em rede da polietilenoimina.
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O PEI se apresenta como amina polimérica favoravel para a
utilizacdo na polimerizacgdo interfacial em membranas (WU et al., 2014).
As membranas que possuem em sua constituicdo PDA e PEI apresentam
interacdes entre o PDA e o substrato e entre 0 PDA e PEI baseadas em
ligagdes quimicas covalentes e ndo somente em adsorcdo fisica. Essa
caracteristica confere estabilidade estrutural e compatibilidade entre a
camada ativa (filme fino) e camada suporte (LI et al., 2014). Outra
vantagem quando se compara a utilizacdo de PDA e PEI em relacdo a
camada somente de PDA é o aumento da hidrofilicidade da superficie da
membrana (LI et al., 2014).

Em estudo de Li et al. (2015), revestiu-se membrana comercial de
OR de poliamida (PA) com camada de PDA e de PEI. Como resultado
dessa modificacdo superficial, foi constatada a redu¢do do angulo de
contato. A membrana de PA possuia angulo de contato 65,7° + 5,8°,
enquanto que a membrana PA + PDA possuia 56,1° + 4,2° a membrana
PA + PDA + PEI chegou a 49,2° + 3,4° (LI et al., 2015). Essa diminuicdo
comprova o aumento da hidrofilicidade. Além disso, o revestimento PDA
+ PEI foi responsavel por diminuir o fluxo e aumentar a rejeicéo de sal,
assim como melhorar a capacidade anti-fouling (LI et al., 2015).

47. RETICULACAO

A existéncia de grupos amina e hidroxila podem produzir ligag6es
do tipo ligacdo de hidrogénio com agua, resultando no intumescimento e
no afastamento das cadeias poliméricas. Isso compromete a estabilidade
dimensional e capacidade de retencdo de ions. Dessa maneira, faz-se
necessario a reticulagdo da membrana, ou seja, a formagéo de ligagdes
cruzadas via reagdes quimicas, que promovem a ligacdo covalente ou
ibnica dos grupos funcionais com a molécula reticulante. A reticulacdo
restringe o intumescimento e o afastamento das cadeias poliméricas
(TSAIL; WANG, 2008). A reticulagdo tem como objetivo modificar as
caracteristicas do polimero, promovendo o aumento na estabilidade
quimica e térmica, mudanca de cor, permeabilidade e eficiéncia de
quelacao, entre outros (NETO et al., 2005).
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No estudo de Li et al. (2014) foram preparadas membranas
poliméricas de PDA/PEI sobre suporte de PSU. Foram testados trés
diferentes reticulantes: epicloridrina (EPC), glutaraldeido (GA) e tolueno
diisocianato (TDI). A EPC ¢ conhecida por ser um ligante preferencial do
grupo hidroxila (-OH) e 0 GA um ligante preferencial do grupo amina (-
NH,) (GONSALVES et al., 2011). J& o TDI pode atuar como ligante de
ambos os grupos (DEVI et al., 2005; SRIDHAR et al., 2007). A aplicacdo
de EPC e GA melhorou a superficie de membrana, deixando-a mais suave
e densa (LI et al., 2014). A Tabela 5 apresenta os resultados referentes ao
angulo de contato e a rejeigdo dos sais MgCl, e NaCl de acordo com cada
reticulante utilizado.

Tabela 5 - Resultados obtidos para angulo de contato e rejeicdo dos sais
MgCl, e NaCl no estudo de Li et al. (2014).

. Angulo de Rejeicdo Rejeicao
Reticulante 0 ato () MgCl, (%) NaCl (%)
EPC 55,65 89,27 27,30
GA 51,97 81* 48*
TDI >80 61* 40*

Legenda: * valor aproximado.

Quanto a hidrofilicidade, a reticulacdo com EPC e GA resultou em
membranas com baixos angulos de contato em comparacdo com a
membrana reticulado com TDI (LI et al., 2014). Li et al. (2014)
atribuiram este comportamento & presenca de grupos hidrofébicos na
molécula de TDI (anel benzeno) e de grupos hidrofilicos na EPC e no
GA. Na anélise da eficiéncia, o fluxo de permeacdo foi muito superior
guando a membrana foi reticulada com EPC. Quanto a rejeicdo de MgCla,
a membrana reticulada com EPC foi a melhor, sendo este considerado
como o melhor reticulante para esta composicdo de membrana (LI et al.,
2014). Assim, foi concluido que tal efeito seja devido ao pequeno
tamanho das moléculas de EPC, uma vez que hd uma maior tendéncia
deste reticulante a formar um filme fino na superficie da membrana,
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auxiliando entdo na permeacdo e na reducdo do tamanho dos poros
(HUANG et al., 2006; LI et al., 2014).

Apesar das vantagens apresentadas no estudo de Li et al. (2014)
para a EPC, neste trabalhou optou-se pela utilizacdo da molécula de GA
na reticulagdo das membranas. Conforme observado na Tabela 5, o
resultado de rejeicdo de Mg?* utilizando este reticulante foi
aproximadamente 81%, enquanto que a rejeicdo de Na* foi de
aproximadamente 48%, sendo esta a maior remocdo deste cation entre as
trés moléculas estudadas por Li et al. (2014). Outro fator a ser levado em
conta é a necessidade de pH elevado (13,0) na reticulagdo com EPC (LI et
al., 2014), o que adiciona uma etapa a mais no processo, causando
impactos econdmicos e em mais residuos quimicos. Além disso, a
reticulacdo de membranas poliméricas com GA é largamente difundida na
literatura, inclusive em composi¢Ges contendo PDA e PEI (LV et al.,
2015, 2016; ZHAO et al., 2016a).

O GA é uma molécula bifuncional que interage fortemente com
COMPposStos que possuem grupos amino na sua estrutura, sendo o
mecanismo para essa ligacdo a interagdo que ocorre entre 0S grupos
aldeido e os grupos amino livres dos compostos originando a formacéo de
uma base de Schiff (C=N) (WANG et al., 2004). Uma vez que as
estruturas da PDA, do PEI e das moléculas funcionalizantes dos NM
empregados neste trabalho contém grupamentos amina (-NHz), o GA, por
ser um reticulante preferencial deste grupo, possui o0 potencial de realizar
uma reticulagdo mais eficaz entre os componentes da membrana,
aumentando assim a resisténcia mecénica e dificultando a lixiviagdo dos
materiais empregados.

4.8. NANOMATERIAL DE DIOXIDO DE SILICIO

A silica, didxido de silicio (SiO2), € um composto encontrado em
abundéncia na natureza, sendo que constitui de 90 a 95% da areia.
Quando inalada em forma de pd, a silica se torna uma preocupacédo
ocupacional principalmente quando a exposicdo €é prolongada
(VUPPUTURI et al., 2012). Além de problemas pulmonares, como a
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silicose (FILHO; SANTOS, 2006), a exposicdo ocupacional pode
também estar relacionada a doencas nos rins (VUPPUTURI et al., 2012).
Quando se encontra em nanoescala, SiO2 geralmente € uma estrutura
amorfa (FRUTIER-POLLOTH, 2012).

Devido as suas propriedades fisico-quimicas, baixo custo,
facilidade de sintese e controle em nanoescala, os NM SiO; amorfas
sintetizadas com diferentes morfologias como nanoparticulas (NP),
nanotubos (NT), nanobastdo (NB), entre outros, sdo amplamente
utilizados em produtos industriais tais como materiais de construgéo,
polimeros, tintas, cosméticos, farmacos, perfumes e alimentos (MASER
etal., 2015; NAPIERSKA et al., 2010).

Na area de tratamento de agua, NM SiO, sdo considerados
ferramentas promissoras para o desenvolvimento de membranas para NF
devido as suas caracteristicas de maior area superficial especifica,
estrutura porosa e menor tendéncia para aglomeracdo (ELMA et al.,
2012; TALEBIAN; ZARE, 2014). Além disso, a adicdo de NM SiO;
representa um custo menor quando comparada com a adigdo de NP Al,O3
e NP TiO2 (JIN et al., 2012). Em UF, a adicéo de SiO, em membranas de
polietersulfona (PES) para tratamento de dgua bruta ndo afetou a estrutura
da membrana e aumentou a hidrofilicidade e capacidade anti-fouling
(SHEN et al., 2011). No tratamento de efluentes com metais pesados,
materiais mesoporosos de SiO sdo adsorventes promissores devido a sua
alta area superficial, ordenamento de poros e boa estabilidade hidrotermal
(XU et al.,, 2012). Na literatura, ainda se reporta a remocdo de Cré*
através de materiais com SiO; (DINKER; KULKARNI, 2015).

A adicdo de SiO; em membranas de NF tem sido comumente
encontrado em trabalhos relacionados a este tema (ELMA et al., 2012;
JIN et al., 2012; LV et al., 2016; YIN; DENG, 2015). Alguns estudos que
utilizaram NM SiO; em NF sdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 - Estudos com insercdo de NM SiO, em membranas de NF e seus

resultados.

Composigdo

Resultado

Referéncia

PSU/PA
+ NP SiO,

* Elevagdo na estabilidade térmica e na
hidrofilicidade;

» Melhora na permeacgdo sem perder
eficiéncia de filtracdo;

« Taxa de rejeicdo a sais bivalentes
maior que a membrana sem 0 NM.

(JIN et al.,
2012)

PAN/PDA/PEI
+ NP SiO,

« Aumento da concentracdo de NP
SiOy, diminuicdo da rejeicdo de
MgCly;

* Aumento no fluxo de permeado
devido ao aumento da molhabilidade;

* Rejeicdo maior que 90% para cations
bivalentes e menor que 30% para
céations monovalentes (em
concentracdo ideal de NM SiOy);

* Fluxo de agua resultante o triplo do
obtido com a membrana sem a adicéo
do NM (em concentracdo ideal de NM
SiOy).

(LV etal.,
2016)

PSU/QTS
+ NT SiO,

« Membrana de PSU incorporada com
NT SiO, sem amino-funcionalizagéo
teve 6% de aumento no seu grau de
molhabilidade;

* Membrana de QTS teve aumento de
9% no grau de intumescimento quando
incorporada com NT SiO, amino-
funcionalizados;

* Reducdo no angulo de contato em
membranas que continham NM,
aumento de hidrofilicidade.

(OLIVEIRA,
2016)
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Morfologias porosas de NM SiO» podem ser importantes aliadas
no tratamento de agua, gracas ao aumento de sua area superficial,
permitindo maior contato com possiveis contaminantes presentes nos
efluentes. Em comparacdo com os NT sintetizados no trabalho de
Vicentini et al. (2017), os NH apresentaram maior area superficial, o que
torna interessante sua utilizagdo em membranas de NF. Além disso, a
funcionalizagdo desse NM com moléculas especificas pode contribuir
para uma maior retengdo de ions.

4.8.1. Toxicidade de NM SiO;

Quando comparada a SiO; cristalina, a forma amorfa possui
baixa toxicidade (FILHO; SANTOS, 2006; FRUITIER-POLLOTH,
2012; NAPIERSKA et al., 2010). A absorcdo de SiO, amorfa significa
que esta serd excretada pelos rins sem acumulagdo no organismo,
diferentemente do que ocorre com a forma cristalina, uma vez que esta
pode ser encontrada nos pulmdes e nos linfonodos (FRUNTIER-
POLLOTH, 2012). Contudo, com o aumento da exposicdo ocupacional e
0 consumo deste material, faz-se necessaria investigacdo dos impactos a
salde humana e ambiental (MASER et al., 2015). O estudo de Maser et
al. (2015) mostrou que particulas de diferentes tamanhos de SiO; amorfa
em altas concentragdes induziram efeitos genotéxicos em células
pulmonares in vitro. In vivo, porém, 0S mesmos materiais nao
apresentaram efeitos genotdxicos nos pulmdes de ratos talvez devido a
baixa dose que chegou as celulas destes animais. Na literatura, testes de
toxicidade in vitro com NP SiO, mostraram internalizacdo celular,
aumento nos niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO) e estimulacédo
pré-inflamatdria (NAPIERSKA et al., 2010). Contudo, reporta-se que a
internalizacéo de NP SiO. ocorra sem afetar as células (LI et al., 2012a).
Segundo Napierska et al. (2010), em testes in vivo mostram inflamagéo
pulmonar reversivel, formagdo de granuloma e enfisema localizado sem a
presenca de fibrose pulmonar.

Outra questdo a ser considerada na toxicidade de NM SiO; é a
morfologia e superficie, pois a silica como NM pode assumir outras
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formas e ser revestida com diferentes moléculas. Vicentini et al. (2017)
sintetizaram duas morfologias distintas de NM SiO», sendo que uma delas
é inédita e foi denominada nanohank (NH) devido a morfologia esférica e
porosa lembrar um novelo. Neste estudo, para ambas as morfologias NT e
NH foram realizados testes de toxicidade aguda e crbnica com
microcrustaceo Daphnia magna e de viabilidade celular com células da
linhagem Vero. Os resultados indicaram que, apesar de ambos os NM
apresentarem potenciais toxicos baixos, quando se faz a comparacéo entre
NT SiO. e NH SiO», a nova forma confere maior toxicidade nos ensaios
realizados (VICENTINI et al., 2017). Este resultado muito possivelmente
esta atrelado a forma dos materiais em questdo.

A Organizacdo Mundial da Salude (OMS) recentemente vem
desenvolvendo guias para protecdo de trabalhadores submetidos a
exposi¢do ocupacional de NM manufaturados. Foram elencados onze NM
gue sédo fabricados em grandes quantidades e utilizados comercialmente,
sendo que entre eles estdo os NM SiO, amorfas, e os efeitos para nove
parametros de toxicidade diferentes foram categorizados segundo seus
riscos. Os parametros avaliados foram: toxicidade aguda, irritacdo de
pele, irritacdo ocular, sensibilizacdo respiratéria ou cutinea,
mutagenicidade, carcinogenicidade, toxicidade reprodutiva, toxicidade
para 6rgdos-alvo especificos ap6s Unica exposicdo e apds exposicdo
repetitiva (LEE et al., 2017). O relatério desenvolvido por Lee et al.
(2017) indicou que a exposi¢do aos NM SiO, ndo representa nenhum
perigo quanto toxicidade aguda, danos na pele ou nos olhos,
sensibilizacdo respiratéria ou cutdnea, mutagenicidade em células
germinativas e toxicidade reprodutiva, enquanto que para
carcinogenicidade e toxicidade para érgdos-alvo especificos apds Unica
exposicdo ndo houve dados suficientes para classificacdo. Contudo, para
0 parametro toxicidade para Orgdos-alvo especificos apds exposicdo
repetitiva, os NM SiO, foram classificados na Categoria 2, isto é,
“substancias que, com base em evidéncias em estudos de experimentagdo
animal, podem possuir potencial para ser prejudicial a saide humana apés
exposicao repetida” (LEE et al., 2017).
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4.8.2. Funcionalizacdo

A funcionalizagio pode ser definida como uma técnica de ancorar
moléculas com funcionalidades especificas na superficie de substratos ou
NM via ligagGes covalentes ou eletrostaticas. A técnica permite modificar
as propriedades superficiais dos substratos, podendo alterar, por exemplo,
a carga superficial da particula (BHATTACHARJEE et al., 2013).

A funcionalizacdo de NT SiO, com (3-aminopropil)trimetoxisilano
(APTMS), [3-(metilamino)propil]trimetoxisilano  (MAPTMS), [3-
(dietilamino)propil]trimetoxisilano (DEAPTMS), [3-(2-
aminoetil)aminopropril]trimetoxisilano ~ (AEAPTMS) e  3-[2-(2-
aminoetilamino) etilamino]propiltrimetoxisalno (AEAEAPTMS) mostrou
gue a ancoragem de moléculas silanoamino contendo grupos amino na
superficie do NT aumentou a adsorcéo de fons Cu?* na seguinte ordem de
tri-amina > di-amina > amina priméaria > amina secundaria > amina
terciaria (KO et al., 2013b).

Quanto & toxicidade, a funcionalizagdo de NP SiO, com a
molécula 3-(aminopropil)trimetéxisilano (APTMS) resultou em uma
menor toxicidade para Daphnia magna e Phaeodactylum tricornutum
quando comparada com a NP pura (CLEMENT et al., 2013). Porém, a
toxicidade depende do tipo de molécula funcionalizante empregada
(MONTES-FONSECA et al., 2015) uma vez que a funcionalizacdo pode
potencializar o efeito toxico dos NM (LIU et al., 2008a). O aumento do
efeito toxico foi observado por Vicentini et al. (2017). NT SiO2 e NH
SiO, foram amino-funcionalizados com molécula AEAEAPTMS visando
avaliar e comparar a toxicidade das suas morfologias com e sem amino-
funcionalizacdo. Realizaram-se ensaios agudo e crénico com Daphnia
magna e ensaio de viabilidade celular com célula Vero. A amino-
funcionalizagdo de ambas as morfologias de NM SiO. contribuiram para
uma maior toxicidade em relacdo com as formas ndo funcionalizadas,
possivelmente devido ao efeito “Cavalo de Troia” (VICENTINI et al.,
2017).

Neste trabalho, as moléculas funcionalizantes utilizadas foram
AEAEAPTMS (tri-amina) e a APTMS (amina primaria), respectivamente
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apresentadas na Figura 8-A e 8-B. Destacado em ambas as figuras séo
apresentadas as regides hidrofilicas das moléculas, sendo a regido da
AEAEAPTMS superior & do APTMS. Os comprimentos estimados de
cada molécula sdo de 1,7 nm para a AEAEAPTMS e de 0,9 nm para a
APTMS (KO et al., 2013b).

Figura 8 - Estruturas quimicas da molécula A- AEAEAPTMS e B - APTMS.
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Fonte: Adaptado de Ko et al. (2013b)

4.9. TOXICOLOGIA AMBIENTAL

A toxicologia ambiental pode ser definida como o estudo dos
impactos de poluentes sobre a estrutura e o funcionamento de sistemas
ecoldgicos (do molecular ao ecossistema) (LANDIS; YU, 2003), sendo
esta uma ciéncia ampla e que envolve diferentes disciplinas como
matematica, bioquimica, fisica, quimica, entre outras (YU, 2005).
Identifica-se os efeitos ocasionados pelo contato, ingestdo ou outra forma
de acesso de substancias especificas no interior dos organismos avaliando
seus potenciais toxicos quando liberadas no meio ambiente. Assim, esta
ciéncia estuda as interacOes toxicas de substancias quimicas no
ecossistema e sua capacidade de afetar a fisiologia normal de organismos
vivos (BRILHANTE; CALDAS, 1999).

Os termos toxicologia ambiental e ecotoxicologia possuem
convergéncia de significados. O primeiro geralmente faz referéncia a
efeitos de poluentes ambientais exclusivamente em humanos e o segundo
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¢ aplicado tanto para humanos quanto para outras entidades ecoldgicas
(NEWMAN; UNGER, 2003). Considera-se, tamhém, a ecotoxicologia
como uma area especializada da toxicologia ambiental, cujos objetivos
dos estudos estdo baseados nos efeitos ocasionados por agentes quimicos
e fisicos sobre a populagbes e comunidades integrantes de ecossistemas
definidos (NEWMAN, 2012; RONCO; BAEZ; GRANADO, 2004;
WALKER, 2014). Na toxicologia humana, os efeitos sobre os individuos
sdo considerados a primeira preocupacao, enquanto que na ecotoxicologia
se da mais enfoque sobre efeitos em populagdes e comunidades
(WALKER, 2014). Assim, entende-se que o efeito sobre um individuo
ndo necessariamente serd 0 mesmo observado em sua populacdo ou para
0 ecossistema presente. Isto se da& principalmente pelas interacBes da
substancia tdxica, dos organismos e do ambiente, proporcionando acdes
de bioacumulagdo ou ndo, degradabilidade e mobilidade das substancias,
bem como bioamplificagéo.

A partir disto, pode-se afirmar que a toxicologia ambiental e a
ecotoxicologia sdo indissociaveis, sendo que ambas focam no estudo da
interacdo de substancias quimicas geralmente antrOpicas sobre os
ecossistemas.

Um dos pardmetros para avaliagdo de toxicidade é a CE, ou seja,
concentracdo que causa efeito em uma porcentagem de organismos
expostos. Para Daphnia magna, tem-se uma classificacdo baseada no CE
que correlaciona com o potencial téxico de um composto. Quando em
100% de amostra ha mortalidade de 10% dos individuos expostos, 0
composto ¢ classificado como “Sem Toxicidade”. Se ha de 20% a 40% de
mortalidade dos organismos expostos em 100% de amostra, a
classificacdo dada ¢ de “Toxicidade Potencial”. Mortalidade de 50% dos
organismos expostos em 100% de amostra ¢ “Toxicidade Confirmada” e,
por fim, quando ha mortalidade de 50% dos organismos expostos em
concentrages de amostra inferiores ou iguais a 75%, classifica-se como
“Toxicidade Severa” (MARSALEK et al., 1999).

4.9.1. Nanotoxicologia

A nanotecnologia é uma ciéncia que lida com o desenvolvimento
de materiais em nanoescala com alteracdo em alguma de suas
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propriedades (ISO, 2005; CURTIS et al., 2006). Com 0 avan¢o cada vez
mais pronunciado dessa ciéncia em diversos setores industrias, faz-se
necessario estudos ecotoxicoldgicos dos produtos desenvolvidos. Ao
serem despejados na natureza, estes materiais sdo potenciais causadores
de contaminacdo ambiental devido ao reduzido tamanho, elevada area
superficial e capacidade de aglomeracdo/dispersdo (PASCHOALINO;
MARCONE; JARDIM, 2010).

Dessa maneira, surge o campo da nanotoxicologia, termo utilizado
a partir de meados dos anos 2000 (SHVEDOVA; KAGAN; FADEEL,
2010). Considerada, entdo, como uma area nova, existem poucos estudos
na literatura sobre os efeitos de NM que, comparados ao seu estado bulk
(macro), podem apresentar diferentes propriedades toxicoldgicas
(CURTIS et al., 2006). A nanotoxicologia é essencialmente importante,
pois as organelas celulares e 0s NM produzidos pelo homem possuem
dimensfes compativeis, indicando que estes materiais podem entrar em
contato diretamente com processos celulares vitais (SHVEDOVA;
KAGAN; FADEEL, 2010).

Apesar de ser considerado um mecanismo benéfico para o campo
da medicina, um dos efeitos conhecidos dos NM é chamado de Trojan
horse (Cavalo de Troia, em portugués) (CRONHOLM et al., 2013) e deve
ser levado em conta na nanotoxicologia. Devido ao reduzido tamanho, o0s
NM podem ser incorporados as células, transportando consigo agentes
essenciais no tratamento de céncer, por exemplo (LI et al., 2016). Por
outro lado, os materiais metalicos em escala nanométrica, podem liberar
fons tdxicos no interior das organelas (LIMBACH et al., 2007; LUBICK,
2008; PERREAULT et al., 2012), justificando, assim, a pesquisa
toxicoldgica no campo da nanotecnologia.

Ainda sdo poucas as regulacfes acerca dos riscos dos NM sobre o
meio ambiente e ndo ha legislacdes brasileiras sobre o lancamento de NM
nos corpos hidricos. Contudo, pode-se classificar os NM (e outras
substancias de interesse) quanto a sua toxicidade. Bondarenko et al.
(2013), apds revisdo de diversos ensaios toxicoldgicos na literatura e
baseado na diretiva europeia EU-Directive 93/67/EEC, classificou a
nanoparticula de prata (NP Ag) e NP ZnO como substéncias muito
toxicas, enquanto a NP CuO foi considerada toxica. Nesta classificacéo,
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leva-se em conta a menor CEsp média encontrada em testes em algas,
crustaceos e peixes. CEsp < 1,0 mg Lt indicam que a substancia é muito
toxica a organismos aquaticos, 1,0 mg L! < CEsp < 10,0 mg L? a
substancia é considerada téxica, 10,0 mg Lt < CEsp < 100,0 mg L a
substancia é perigosa e, por fim, CEsp > 100,0 mg L ndo recebe
classificacdo.
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5. MATERIAIS E METODOS

Neste trabalho foram caracterizados e avaliados os efeitos tdxicos
dos NM SiO; sem e com amino-funcionalizacdo com duas moléculas
distintas contendo grupos silanoaminos. As moléculas funcionalizantes
utilizadas foram AEAEAPTMS (tri-amina) e a APTMS (amina primaria).
Estes NM foram sintetizados com objetivo de aplica-los em membranas
poliméricas contendo polissulfona (PSU) como substrato e filme fino de
polidopamina (PDA) e polietilenoimina (PEI) reticuladas com
gluteraldeido (GA) para a dessalinizacdo inclusive de sais que continham
metais pesados. As membranas, apds preparadas, foram caracterizadas e
suas eficiéncias de rejeicdo foram testadas para as substancias AgNOs3,
ZnSO4, MgCl, e NaCl. Por fim, as membranas foram submetidas a
lixiviacdo para avaliar se houve desprendimento de NM SiO; e se sdo
capazes de conferir toxicidade a agua.

Todos os NM SiO; utilizados neste estudo foram sintetizados pela
pesquisadora Denice Schulz Vicentini no LABTOX do departamento de
Engenharia Sanitaria e Ambiental (ENS) na Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC). A metodologia de sintese e funcionalizacdo dos
NM SiO; esta descrita no artigo publicado por Vicentini et al. (2017). Os
ensaios foram conduzidos nas dependéncias do LABTOX e demais
laboratérios integrados da universidade.

Para facilitar a leitura, os NM SiO, desenvolvidos neste trabalho
foram chamados:

e NHS — Nanohank SiOy;

e NH1 — Nanohank SiO; funcionalizado com molécula
amina primaria (APTMS);

e NH3 — Nanohank SiO; funcionalizado com molécula tri-
amina (AEAEAPTMS).

As membranas desenvolvidas também foram renomeadas para MO,
MS, M1 e M3, sendo:

e MO - Membrana sem incorporacdo de NM;
e MS - Membrana com incorporacdo de NHS;
e M1 - Membrana com incorporacdo de NH1;
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e M3 - Membrana com incorporagdo de NH3.
O mapa metodolégico do trabalho pode ser observado através da

Figura 9 em que sdo apresentadas todas as etapas experimentais
referentes a tese.

Figura 9 - Mapa metodoldgico da tese.
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Fonte: O autor.

Todas as etapas metodoldgicas sao descritas nos tdpicos a seguir.
5.1. CARACTERIZACAO DOS NM SiO;

A caracterizacdo dos NM teve como objetivo avaliar o tamanho e
morfologia dos materiais, a &rea superficial e verificar a funcionalizag&o.

5.1.1. Morfologia
A morfologia, a distribuicdo, o didmetro médio e o potencial de

aglomeracdo dos NM foram avaliados através da técnica de Microscopia
Eletrbnica de Transmissdo (MET). A metodologia de preparacdo das
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amostras consistiu em suspender os NM SiO, em &gua ultrapura (UP)
com auxilio do ultrassom (Q500 Sonicator 500W, QSonica, USA)
empregando a poténcia de 165 W por 2 minutos. Em seguida, as amostras
foram gotejadas sobre grades de cobre revestidos com carbono. As
analises foram realizadas no microscépio modelo TEM JEM 1011 (JEOL
Ltd., Téquio, Japdo), localizado no Laboratério Central de Microscopia
Eletronica (LCME) da UFSC. Da mesma maneira, analisou-se os NH
diluidos nos diferentes meios de cultura utilizados nos ensaios
toxicoldgicos (ISO, M4 e RPMI) a fim de investigar se houve influéncia
dos meios nos materiais.

5.1.2. Composi¢do quimica

Para obtencdo dos grupos funcionais presentes nos NM, utilizou-se
a técnica de Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR). Nesta técnica, aplica-se radiacdo infravermelha a
amostra. Alguns raios sdo absorvidos enquanto outros apenas atravessam
a amostra, ou seja, sdo transmitidos. Como cada material absorve e
transmite diferentes espectros no infravermelho, esta técnica é capaz de
fornecer uma impressao especifica para cada amostra, ou seja, 0S grupos
funcionais presentes na amostra. Assim sendo, a funcionalizagcdo de um
material pode ser evidenciada através do aparecimento das bandas
especificas dos grupos funcionais presentes na molécula funcionalizante
ligados aos NM.

As andlises foram realizadas na Central de Anélise do
Departamento de Quimica (QMC) da UFSC. O equipamento utilizado foi
espectrofotdbmetro Bruker FT-IR Alpha. As amostras foram prensadas
com KBr para formar pastilhas. As pastilhas foram analisadas no
intervalo de nimero de ondas entre 4000 e 400 cm™.

5.1.3. Estrutura

Os materiais podem ser caracterizados por difracdo de raios-x
(DRX) para identificar se a estrutura é cristalina e/ou amorfa. No caso de
materiais cristalinos, os difratogramas permitem identificar a estrutura
cristalina e a(s) fase(s) presente(s) no NM.
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A andlise foi realizada no Laboratdrio de Caracterizacao
Microestrutural (LCM), do Departamento de Engenharia Mecanica
(EMC) da UFSC. As amostras de NHS, NH1 e NH3 foram analisadas em
Difratbmetro de raios-X da marca Philips, modelo X’Pert. O angulo de
difragdo 20 é registrado de 5 a 60° em temperatura ambiente e o tubo
utilizado como fonte dos raios-X ¢ de cobre, CuKa, com A = 1,54056 A.

5.1.4. Area superficial

Para particulas sélidas, usualmente se utiliza o método BET para
medicdo da area superficial do material. O método recebe este nome pois
foi desenvolvido por Brunauer, Emmet e Teller, o qual ficou conhecido
como método BET (BRUNAUER et al., 1938). Também é conhecido
como Teoria de Adsor¢do Multimolecular, pois consiste na adsorcéo
fisica de um gas inerte, usualmente o nitrogénio (N2) a baixas
temperaturas.

A andlise da area superficial foi realizada no Laboratério de
Materiais Elétricos (LaMatE), do Departamento de Engenharia Elétrica
(EEL) da UFSC. Para a anélise, resfriou-se a amostra a 77 K durante uma
hora no proprio equipamento. Submeteu-se a ciclos de adsorcdo e
dessorcdo através da injecdo de nitrogénio liquido. A area superficial
especifica foi calculada pelo software do equipamento através da equagdo
BET.

As amostras de NM SiO; foram analisadas na forma de pé através
do equipamento NOVA® Surface Area Analyzer, modelo NOVA 1200e
(Quantachrome Instruments).

5.1.5. Estabilidade em suspenséo e diametro efetivo

O potencial zeta (PZ) foi medido para avaliar a estabilidade do
material em suspensdo. As suspensdes sdo consideradas estaveis quando
os valores absolutos de PZ sdo maiores que 30 mV (MURDOCK et al.,
2008). Quanto mais estdvel, menor a sedimentagdo das particulas
suspensas em meios liquidos.

Quando uma particula esta em meio liquido (dgua ou meios de
cultura, por exemplo), geralmente ha a formacdo de uma camada elétrica
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dipolar em sua superficie. O tamanho da particula mais essa camada
superficial constituem o diametro efetivo. Este pardmetro, entdo, €
fortemente relacionado a forca ibnica do meio em que a particula esta
inserida.

O IPD é um parametro usado para indicar a variagdo da
distribuicdo dos diametros efetivos das suspensdes de materiais. Valores
iguais ou inferiores a 0,3 sdo considerados monodispersos e apresenta
uma faixa estreita de didmetros (KULKAMP et al., 2009), enquanto que
valores superiores indicam a polidispersdo de diametros efetivos das
suspensoes.

As analises dos 3 parametros foram realizadas no LABTOX
utilizando o equipamento Nanobrook 90Plus PALS (Brookhaven, Nova
lorque, EUA). As amostras em p6 foram suspensas com auxilio de
ultrassom em agua UP, meios ISO, M4 e RPMI com uma concentragao
igual a 250 mg-L™.

5.2. PREPARACAO DAS MEMBRANAS POLIMERICAS

Para a preparagdo das membranas, foram utilizados os materiais
descritos na Tabela 7.
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Tabela 7 - Lista de materiais utilizados na preparacdo das membranas

MATERIAL ESPECIFICACOES ORIGEM
Polissulfona (PSU) Massa molar 2,2 x Sigma Aldrich
10% g mol*!
Polidopamina (PDA) - Sigma Aldrich
Polietilenoimina Massa molar 7,5 X Sigma Aldrich
(PEI) 10° g mol*
Tris Pureza > 99,8% Sigma Aldrich
Acido cloridrico Pureza 99% VETEC
(HCI)
Gluteraldeido (GA) - Sigma Aldrich
Etanol (EtOH) - LAFAN Quimica
Fina Ltda.
Agua de Osmose Condutividade:
Reserva (OR) 0,05 uS LABTOX

As membranas de NF foram preparadas com 4 composi¢des
diferentes. A primeira composic¢do (MO) consiste no suporte de PSU com
a deposicdo de filme fino de PDA/PEI sem a incorporacdo de NM. As
outras 3 composi¢des (MS, M1 e M3) consistem em membranas com o
NM SiO, adicionado ao filme de PEIl. Todas as composi¢cdes foram
reticuladas com GA. Um esquema ilustrativo das camadas e o resumo do
preparo das membranas sdo apresentados na Figura 10.
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Figura 10 - Esquema ilustrativo das camadas da membrana e resumo do
preparo.

CAMADAS CONDICOES

Suporte PSU

PSU
20 % (m/v) PSU
80 % (m/v) NMP
40°C, 24 h

PDA
2 g LY PDA em Tris-HCI
Tamb,2h

PEI
3 g L'l PEl em Agua UP
60°C,3h
PEI + NM SiO,
3 g L1 PEl em Agua UP + 0,25 g L' NM SiO,
60°C,3h

Reticulagao
2% (v/v) GA em Agua
50°C,0,5h

A membrana de PSU foi preparada a partir da pesagem de 1 g de
de PSU solubilizado em 5 mL de N-metil-2-pirrolidona (NMP),
mantendo a porcentagem 20% de polimero em relacdo ao volume de
NMP e agitado a 40 °C por 24 h. Apo6s completa solubilizacéo, o fluido
viscoso foi vertido em uma placa de vidro e espalhada com o auxilio de
“doctor’s blade” (espalhador com controle de espessura), ferramenta que
garante a homogeneidade da espessura da membrana. Depois, a placa de
vidro contendo a solucdo de PSU foi imersa em agua para a completa
inversdo de fase. Posteriormente, a membrana foi lavada com sucessivas
trocas de agua e agua/etanol para remocdo do excesso de solvente. Por
fim, a membrana foi retirada da 4gua e seca em temperatura ambiente. As
membranas de PSU ap0s secas eram cortadas em discos com didmetro de
4,5 cm.
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O preparo do filme de PDA/PEI foi baseado na metodologia
proposta por Lv et al. (2015) com algumas modifica¢BGes. Antes da etapa
de deposicdo do filme fino, as membranas de PSU foram deixadas em
EtOH por 30 minutos e posteriormente foram acondicionadas em agua
por, pelo menos, 24 h.

Para a formacdo do filme de PDA foi necessaria a preparagdo de
solucdo de Tris-HCI, fundamental para a dissolu¢cdo do polimero. A
preparacdo desta solugdo consistiu em pesar 0,3028 g de Tris e diluicdo
em 50 mL de 4gua. Apds, a solucdo de Tris (50 mmol L) foi despejada
em baldo volumétrico de 200 mL, adicionou-se 12,2 mL de solugdo HCI
50 mmol Lt e completou-se o baldo com agua. O pH da solugéo Tris-HCI
foi corrigido para 8,5 com HCI concentrado.

Foi dissolvido 0,08 g de PDA em 40 mL de Tris-HCI
(concentragdo 2 g L). O disco de membrana de PSU foi entédo submerso
nesta solucdo e ficou sob agitacdo a temperatura ambiente por 2 h. Apds o
periodo determinado, a membrana de PSU/PDA adquire coloracdo
escura. O excesso de solucéo foi descartado e a membrana PSU/PDA foi
lavada com &gua UP. Em seguida, foi realizada a dissolugdo de PEI em
agua, consistindo em 0,12 g de polimero em 40 mL (concentracdo
3 g LY). A membrana PSU/PDA recém-formada foi, entdo, submersa
nesta nova solugdo, em contato por 3 h a 60 °C. Ap6s o periodo
determinado, a membrana PSU/PDA/PEI adquire coloracdo amarela
escura. O excesso de solucdo é descartado e a membrana é novamente
lavada com &gua UP. Por fim, foi preparada uma solucdo de GA 2,0 %
v/v em &agua. A membrana PSU/PDA/PEI foi submersa nessa solucéo
para promover a reticulacdo dos grupos funcionais. Essa etapa teve
duracdo de 30 minutos e ficou sob aquecimento de 50 °C.

Para a preparagdo das membranas MS, M1 e M3, o NM SiO;
correspondente a cada membrana foi adicionada a solucdo de PEI e agua,
passando por processo de ultrassonicacdo por 5 min a 165 W. A
concentragdo dos NM SiO- a serem incorporados foi de 0,25 g L. Essa
concentracao foi escolhida por ser a metade da concentracdo utilizada por
Lv et al. (2016) em seu trabalho utilizando NP SiO,. Optou-se por uma
Unica concentracdo para todos os NM SiO da presente pesquisa a fim de
possibilitar comparacao entre eles.
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As membranas foram estocadas em agua para posterior
realizacdo dos testes previstos.

5.3. CARACTERIZAGAO DA MEMBRANA POLIMERICA

A caracterizacdo da membrana teve por finalidade avaliar a
formacéo de poros, a superficie da membrana e a presenca dos NM SiO;
inseridos. Também foi possivel avaliar mudancas em sua hidrofilicidade
quando inseridos 0s NM SiOs.

5.3.1. Analises morfologicas

A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) possibilita elevada
profundida no foco, gerando imagem com aparéncia tridimensional.
Dessa maneira, ele é usualmente utilizado para caracterizagdo de
materiais, incluindo NM. Acoplado ao MEV, tem-se o EDS (Energy
Dispersive Spectroscopy) em que é possivel identificar e quantificar os
elementos quimicos nos materiais (MALISKA, 2003).

As membranas foram avaliadas por meio de microscopia MEV
acoplado a um canhdo de emissdo de campo (FEG) da superficie e da
secdo transversal. Esta analise também foi realizada no Laboratério
Central de Microscopia Eletrénica (LCME), utilizando o equipamento
JEOL JSM-6701F Scanning Electron Microscope (JEOL Ltd., Tdquio,
Japdo). Todas as membranas foram revestidas com ouro (Au) para a
andlise.

Para a secdo transversal, foi necessario realizar um polimento das
amostras de membrana. Apds corte com lamina (marca Wilkinson
Sword), as membranas foram revestidas com Au e submetidas ao
polimento com feixe de argdnio no Polidor de Se¢éo Transversal modelo
SM-09010 (JOEL Ltd., Téquio, Japdo) para realizagdo do polimento
ibnico. O EDS foi realizado a partir de imagens de regides da superficie
das membranas.

Ja a Microscopia de Forca Atdmica (AFM) é uma técnica que
permite conhecer a topografia da superficie de membranas através da
formacédo de mapas topogréaficos. As membranas foram analisadas através
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do microscépio de forga atbmica Nanosurf, EasyScan2. Ele é operado em
modo tapping com frequéncia de varredura de 1.0 Hz com resolugéo de
512 x 512 pixels. As anélises foram conduzidas no Laboratério de
Optoeletrénica Organica e Sistemas Anisotropicos (LOOSA) do
Departamento de Fisica da UFSC. As imagens foram tratadas com o
software WSxM 4.0 (HORCAS et al., 2007).

5.3.2. Composi¢do quimica

A espectroscopia FTIR, com o método de reflexdo total atenuada
(ATR), foi utilizada para determinacdo da estrutura das moléculas
organicas, visando determinar os grupos funcionais presentes na
composicdo da membrana nanoestruturada. Esta técnica permite
identificar as modificacBes nos grupos funcionais ou aparecimento de
novos grupos funcionais apés as reacGes de formacdo das camadas de
filmes finos sobre o suporte de PSU e também indica a formacdo das
ligagdes cruzadas, resultantes da reticulagao.

As membranas foram analisadas no espectrdmetro Cary 600 Series
FTIR Spectrometer (Agilent Technologies, Califérnia, EUA) da Central
de Analises do Departamento de Engenharia Quimica e de Alimentos da
UFSC. Os espectros das membranas foram obtidos por refletancia total
(ATR) diretamente das superficies das membranas. Com esta analise,
observaram-se nos espectros os diferentes grupos funcionais presentes em
cada material constituinte da membrana.

5.3.3. Hidrofilicidade

O teste do angulo de contato avalia a hidrofilicidade da membrana
através da técnica da gota séssil. A anélise foi realizada no Laboratério de
Materiais Vitrocerdmicos (Vitrocer) do departamento de Engenharia
Mecénica (EMC) da UFSC.

Quando o angulo de contato é maior que 90°, o liquido nd&o molha
a superficie, ndo ocorrendo o espalhamento. Quando é menor que 90°, ha
0 molhamento e o liquido se espalha espontaneamente e quando o angulo
é proximo a 0°, considera-se 0 molhamento total e o liquido se espalha
indefinidamente (LUZ; RIBEIRO; PANDOLFELLI, 2008).
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54. EFICIENCIA DAS MEMBRANAS

A eficiéncia das membranas foi avaliada para determinagdo de sua
validade como membrana de NF.

5.4.1. Ensaio de filtracdo em bancada

Os ensaios de filtracdo em bancada foram realizados no LABTOX
através de Sistema de Filtracdo Piloto (SFP). Este equipamento foi
confeccionado em aco inoxidavel e possui reservatorio com capacidade
volumétrica de 5 L. O equipamento opera em fluxo perpendicular
(operacéo dead-end) e sob pressdo constante. O sistema é apresentado na
Figura 11 em esquema fora de escala real. Utilizou-se N, por este ser um
gés inerte, ndo reagindo com as solugdes salinas nem com a membrana.

O cilindro de N possuia 1,4 m de alturas e 24 cm de didmetro. O
reservatério possuia 25 cm de altura e didmetro de 16 cm. Ja a célula de
filtracdo possuia 16 cm de altura e didmetro de 4 cm, com capacidade de
armazenamento estimada em 200 mL. Ressalta-se, ainda, a presenca de
mandmetros a fim de regular a pressdo empregada no SFP.
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Figura 11 - Esquema do SFP.

Fonte: O autor

A érea total da membrana produzida era de aproximadamente 15,9
cm?, porém a fixacdo na célula de filtracdo correspondia a um diametro
de 4 cm, 0 que corresponde a uma &rea aproximada de 12,6 cm2 Na
célula de filtracdo, a membrana era fixada com auxilio de O-Rings, isto é,
anel de vedacéo para prevenir o vazamento de gas e de liquido.

Para o funcionamento do sistema, colocou-se a membrana entre
duas telas metalicas. Para evitar o aparecimento de defeitos nas
membranas oriundos dos furos da tela metalica inferior, foi colocado um
tecido TNT entre a tela e a membrana. Essa configuracdo é apresentada
no esquema da Figura 12. A &rea de filtracdo da membrana € calculada
em funcdo do nimero de orificios existentes na tela metélica inferior e da
area individual de cada orificio. Este valor é de 0,00107521 m2
Inicialmente, fez-se a compacta¢do da membrana com &gua UP utilizando
10 bar de presséo por 1 h.
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Figura 12 - Esquema da célula de filtragdo do tipo dead-end e de detalhe da
colocacdo das membranas.

Fonte: O autor
Legenda: A — Tela metalica superior; B — Membrana; C — Tecido TNT; D —
Tela metalica inferior.

Para o fluxo de agua UP, fez-se um gradiente de pressao
compreendendo 4, 6, 8 e 10 bar. O permeado era coletado a cada 5 min
em béqueres e pesado em balanca de precisdo. Fez-se no minimo 3
réplicas de cada membrana, sendo que para cada pressdo o tempo total de
filtracdo foi de 40 minutos.

O fluxo do permeado foi determinado pela Equacéo 1.

J=— (Equacdo 1)

Em que:

J = fluxo de permeado (L m2h?);
V= volume permeado (L);

A = area efetiva da membrana (m?);
t = tempo de coleta.
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5.4.2. Ensaio de rejeicado

O ensaio de rejeicdo foi realizado com o permeado do ensaio de
filtracdo das solugdes de nitrato de prata (AgNOs), cloreto de magnésio
(MgCly), cloreto de sodio (NaCl) e sulfato de zinco (ZnSQa), a fim de
averiguar os ions Ag*, Mg®, Na* e Zn?*. As concentracdes de cada
solucdo eram de 1000 mg L1, Para este ensaio, optou-se por manter uma
pressdo fixa de 6 bar a fim de averiguar a eficiéncia de nanofiltracdo sob
baixa pressdo, uma vez que valores usuais de pressdo nesta técnica
variam de 5 a 35 bar. O fluxo de permeado da filtracdo das solucGes
também foi medido através da Equacdo 1 e o permeado foi coletado nas
mesmas condicoes.

A eficiéncia de remoc¢do dos metais foi avaliada com a mensuracao
da diferenga de concentracdo do permeado e da solucdo de alimentacéo,
de acordo com a Equag&o 2.

C ~
R= (1 - F’:) 100 (Equacéo 2)

Em que:

R (%) = percentual de rejeicdo de ions metalicos;
Cp = concentracdo do permeado;

Ci = concentracdo inicial da solucéo de alimentacao.

Para cada membrana, fez-se no minimo 3 réplicas e os ensaios de
rejeicdo duraram no minimo 1 hora a fim de obter volume de permeado
suficiente para as analises de quantificacdo.

5.4.3. Quantificagdo de metais

A quantificagdo da concentracdo dos metais testados (Ag, Mg, Na
e Zn) foi realizada antes e depois do ensaio de filtracdo através de analise
em espectroscopia de absorcdo atdbmica por chama (FAAS). O
equipamento SpectrAA 50-B (Varian, Australia) estd localizado no
Laboratério Integrado de Meio Ambiente (LIMA) do Departamento de
Engenharia Sanitaria e Ambiental (ENS) da UFSC.
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Para a leitura, as amostras foram acidificadas com &cido nitrico
(HNO:s) para obtencéo de pH < 2.

55. LIXIVIACAO DAS MEMBRANAS

A lixiviacdo das membranas seguiu as recomendagdes da ABNT
NBR 10.005/2004 com algumas modificagdes. Concentracbes de
membranas de 1 g L (aproximadamente 11 membranas) foram deixadas
no aparelho lixiviador por um periodo de tempo de 18 horas a 32 RPM. A
Figura 13 mostra um esquema deste equipamento. As setas pretas
indicam que as garrafas de borosilicato sdo rotacionadas ao longo do eixo
do equipamento.

A lixiviacdo foi realizada em agua UP e, para os testes de
toxicidade aguda, também foi realizada em meio ISO, referente ao ensaio
agudo com D. magna.

Figura 13 - Esquema ilustrativo do aparelho lixiviador.

|:|:|<>D

Fonte: O autor.

A fim de verificar se houve desprendimento de NM SiO, das
membranas, quantificou-se a concentragdo de Si presente no lixiviado em
adgua UP. A quantificacdo se deu por espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) com introducéo da amostra por
nebulizador pneumético (equipamento marca Perkin Elmer, modelo
NexION 300 D, Shelton, EUA) no Laboratério de Espectrometria
Atdmica e de Massa (LEMA) no Departamento de Quimica (QMC) da
UFSC.
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56. ENSAIOS TOXICOLOGICOS

Para a avaliagdo toxicolégica de NHS, NH1 e NH3 foram
realizados o teste agudo e crénico com D. magna. As D. magna expostas
no ensaio cronico foram emblocadas e analisadas através de MET e
MEV-EDS.

Realizaram-se 0s ensaios de viabilidade celular (MTT), de
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e de lipoperoxidacdo
(LPO) com células da linhagem Vero. Também foram realizados os
emblocamentos das células Vero contaminadas com os NM SiO, para
visualizagdo em MET.

Para as membranas poliméricas MO, MS, M1 e M3, foram
realizados ensaios agudos com D. magna ap6s lixiviacdo das membranas
em agua UP e em meio ISO.

5.6.1. Cultivo de Daphnia magna

O cultivo do microcrustdceo D. magna no LABTOX & realizado
seguindo as prescri¢des da ABNT NBR 12.713/2016. Os organismos sdo
mantidos em béqueres de vidro de 2 L e armazenados em estufa com
temperatura controlada & 18 + 2°C e fotoperiodo de 16 h de luz. Cada
recipiente é preenchido com volume aproximado de 1200 mL de meio de
cultura M4 (NBR 12.713, 2016), onde sdo mantidos até 30 individuos.
Renova-se 0 meio M4 trés vezes por semana, sendo 0s organismos
transferidos para o novo meio e alimentados, descartando o meio antigo.
A alimentacdo é feita no mesmo dia da troca do meio e o alimento
utilizado é a alga Scenedesmus subspicatus, inoculada em meio nutriente
preparado no laboratério em conformidade com a norma NBR
12.713/2016.

Na troca, somente os individuos adultos sdo transferidos para o
novo recipiente, enquanto que os filhotes ou sdo descartados em um
recipiente com hipoclorito de sédio ou sdo reservados para a utilizacdo
em testes do laboratorio.
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5.6.2. Teste agudo com Daphnia magna

Este teste é realizado em laboratdrio sob condicdes especificas e
controladas visando a avaliar a toxicidade de um agente nocivo sobre o
organismo-teste quando este é exposto a um curto periodo de tempo. Os
ensaios seguem de acordo com a NBR 12.713/2016 (ABNT, 2016).

Em cada recipiente de teste foram colocados 10 individuos jovens
de D. magna e, ao final das 48 h correspondentes & duragdo do teste,
contaram-se quantos organismos se encontravam imodveis em cada
diluicdo. Os resultados foram tratados estatisticamente pelo método de
Trimmed Spearman-Karber e os valores obtidos foram expressos
CEso,48n, OU seja, Concentracdo Efetiva que causa imobilidade a 50% da
populacdo exposta.

Cada recipiente utilizado no teste possui capacidade maxima de 50
mL. As dilui¢Bes inseridas em cada béquer possuem volume méximo de
25 mL. Ndo ha alimentagdo nem troca do meio. Os testes foram
realizados em réplicas e possuiram um teste controle somente com agua
reconstituida 1SO capaz de validar o ensaio. Caso houvesse mortalidade
acima de 10% neste teste controle, 0 ensaio ndo seria validado, conforme
norma. A sensibilidade do ensaio foi realizada com diluigdes de
dicromato de potéssio (K:Cr.O7) e deve estar entre os valores
06mgLtel,7mgL™

Para a realizacdo destes testes, utilizou-se NHS, NH1 e NH3 em p6
diluido em meio ISO e sonicado a 165 W por 2 min (Q500 Sonicator
500W, QSonica, USA). A concentragdo-mée era de 10 g L* e as diluicdes
para os ensaios variaramde 0,1a 10 g L.

A metodologia do ensaio agudo também foi empregada para as
andlises toxicoldgicas com os lixiviados das membranas sendo que para
estas amostras 0s resultados foram expressos em CEspssn € Fator de
Diluicdo (FD). O FD é um parametro que indica em qual diluicdo ndo foi
observado efeito toxico, isto é, a diluicdo em que ndo houve imobilizacdo
ou mortalidade de nenhum organismo. Os FD investigados foram 1, 2, 4,
8 e 16, que representam, respectivamente, 100%, 50%, 25%, 12,5% e
6,25% de lixiviado.
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A lixiviacdo das membranas foi realizada em &gua UP e, para
confirmar se os efeitos toxicos eram provenientes da lixiviagdo ou se
apenas da exposicdo ao meio sem nutrientes, também se realizou o
procedimento em meio ISO. Todas as diluicdes para os testes de
toxicidade aguda foram realizadas usando meio ISO.

5.6.3. Teste cronico com Daphnia magna

A avaliacdo dos efeitos subletais de uma amostra é realizada a
partir de ensaios em que o periodo de exposicdo compreende parte
significativa do ciclo de vida do organismo. No caso de testes crénicos
com D. magna, o periodo de tempo em que 0S oOrganismos Ssdo
submetidos & amostra é de 21 dias.

Ao final do periodo do teste, os resultados sdo tratados
estatisticamente e os valores obtidos sdo CENO — Concentracdo de Efeito
N&o-Observado e CEO — Concentracdo de Efeito Observado.

Os parametros analisados em um ensaio crénico com D. magna
s&o: longevidade, reproducio e crescimento. E possivel também observar
alteracdes morfologicas. O parametro de reproducdo consistiu em contar
0 numero de filhotes por D. magna ao longo dos 21 dias. A média de
filhotes por réplica é realizada dividindo-se o nimero de filhotes pelo
nimero de posturas de uma D. magna. O parametro de crescimento
consiste em medir através de lupa de aumento e régua milimetrada o
comprimento de cada D. magna sobrevivente ap6s 21 dias de ensaio. Ja o
pardmetro de longevidade consiste em realizar a contagem de individuos
adultos sobreviventes apds 21 dias. Os valores para estes trés parametros
sdo comparados com os do teste controle e, ap6s andlise estatistica, séo
obtidos a CENO e a CEQO. Também foi observado o tempo (em dias)
necessario para a primeira postura de cada organismo.

A disposicdo do teste crénico consiste em 10 béqueres por diluicdo
enfileirados, bem como o teste controle, sendo que é colocado um
organismo neonato por béquer. Ha troca do meio M4 e alimentacdo 3
vezes por semana. O teste com D. magna é uma adaptacdo da 1SO
10.706/2000 (1SO, 2000) e da NBR 13.373/2010 (ABNT, 2010).

Para os ensaios com NHS, NH1 e NH3, as concentrages utilizadas
foram as subletais, isto é, que ndo apresentaram efeito agudo. As
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concentracdes para o teste com NHS foram 6,25; 12,50; 25,00; 50,00;
100,00; 250,00 e 500,00 mg L. Tanto para NH1 quanto para NH3, as
concentracbes avaliadas foram 0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,50; 25,00 e
50,00 mg L.

5.6.4. Cultura celular

As células da linhagem Vero sdo provenientes de rim de macaco
verde africano. A linhagem foi adquirida do Instituto Adolfo Lutz (Séao
Paulo, Brasil). Realizou-se a manutencado das células uma vez por semana
em fluxo laminar a fim de garantir ambiente estéril. Manteve-se as células
em meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SBF), 2% de L-glutamina (200 mM), 1% de penicilina
(50 U mL1) e estreptomicina (50 pg mL1). A temperatura foi mantida a
37 °C e a atmosfera com 5% de CO, (MATIAS; CREPPY, 1998;
MELEGARI, 2010).

5.6.5. Teste de viabilidade celular (MTT)

A fim da determinag&o da viabilidade celular, realizou-se o teste de
MTT. O teste foi baseado nas metodologias propostas por Nevozhay
(2014) e Perreault et al. (2011) com algumas adaptagdes. Para realizacdo
do ensaio, a concentragdo de células utilizada foi no minimo em
2 x 10% céls mL1.

Avaliou-se a viabilidade das células Vero através do ensaio com
[orometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio] (MTT), em
que foi observada a atividade mitocondrial. As células foram incubadas
em microplacas de 96 pogos por 24 h com o meio de cultura em
condicdes iguais ao cultivo (37 °C e 5% de CO,). Depois de formado o
tapete celular nos pocos da microplaca, o meio foi descartado e as células
foram expostas a0 NHS, NH1 e NH3 diluidos em RPMI por 24 h. As
concentracdes avaliadas variaram de 0,04 g L™ a 5,00 g L. Realizou-se
um controle negativo, em que foi utilizado somente 0 meio RPMI, e um
controle positivo com dodecil sulfato de sédio (SDS), substancia
conhecida por ser téxica as células.
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Ao final do periodo de exposicdo, o meio foi retirado por inversdo
da placa e adicionou-se 200 uL de solugdo de MTT 0,5 g L™* diluida em
RPMI. Esta solucdo foi preparada somente na hora do uso. A placa foi
recoberta com papel aluminio para evitar a incidéncia de luz e incubada
por 2 h em estufa nas mesmas condic¢@es do cultivo para a formacéo dos
cristais de formazam. Apos, a solucdo foi removida cuidadosamente com
uma micropipeta e foram adicionados 200 pL de dimetil-sulféxido
(DMSO). Para a diluigéo dos cristais de formazan, agitou-se 0 DMSO nos
pogos por 2 min. A leitura da absorbancia foi realizada em leitora
automatica de microplacas no comprimento de onda de 570 nm. Com as
absorbancias de cada pogo, p6de-se aplica-las no software Cherburator
(NEVOZHAY, 2014) para a determinacdo das CEsoan € Viabilidades
celulares.

5.6.6. Lipoperoxidagédo (LPO)

A molécula malondialdeido (MDA) é gerada como um dos
produtos finais do ataque de radicais livres a membrana fosfolipidica das
células, processo conhecido por lipoperoxidacdo (LPO) (MATIAS AND
CREPPY, 1998; MELEGARI et al., 2012; PERREAULT et al., 2012). Os
niveis de MDA foram quantificados de acordo com a metodologia
proposta por Matias and Creppy (1998) com adaptacdes (MELEGARI et
al., 2012; PERREAULT et al., 2012).

As células Vero foram incubadas a uma concentracéo inicial de
1 x 10° cels mL* em microplacas de 24 pogos por 24 h. Apds esse
periodo de adesdo, as células foram intoxicadas por 24 h com as amostras
em concentragdes equivalentes a CEsgo4n Obtida no ensaio MTT e a
metade dessas concentragOes (CEso2san/2). As concentragBes avaliadas
nesse ensaio, entdo, foram (em g L?): 0,738 e 1,477 para NHS; 0,127 e
0,254 para NH1; e 0,058 e 0,117 para NH3. Todas as amostras foram
sonicadas a 165 W por 1,5min. As células do controle foram expostas
somente ao meio RPMI. Ao final da exposicdo, as células foram
suspensas e centrifugadas por 5 min a 800 g e 4 °C. O sobrenadante foi
removido e as células foram ressuspendidas em 250 uL. de tampdo SET
(0,1M NaCl, 20mM EDTA, 50mM Tris—HCI, pH 8,0) e agitadas
vigorosamente.
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Aliquotas de 25 uL da suspensdo celular foram retiradas de cada
Eppendorf para dosagem de proteinas pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976). Para essa quantificagdo, absorbancias em 595 nm
foram medidas em espectrofotdmetro UV-Vis (UV6100S, Global Trade
Technology, Ribeirdo Preto, Brasil). A curva de calibracdo foi obtida
através de solucdo padrdo de albumina bovina (BSA) e pode ser
visualizada no Apéndice 2.

Ao volume restante dos Eppendorfs, foram adicionados 25 uL de
SDS 7%, 300 uL de HCI 0,1 N, 40 uL de acido fosfotungistico 1% e
300 uL de &cido 2-tiobarbiturico (TBA) 0,67%. Os frascos passaram por
voértex e foram mantidos no escuro a 90 °C por 1 h. Apds esse periodo, 0s
tubos foram resfriados com banho de gelo (0 °C) por 10 min.

O complexo TBA-MDA formado foi extraido adicionando 300 uL
de n-butanol. Realizou-se nova centrifugago por 10 min a 5000 g e 4 °C.
A fase butandlica foi removida e 0 MDA quantificado por cromatografia
liguida de alta eficiéncia - HPLC-fluorescéncia (1220 Infinity LC,
Agilent Technologies, Califérnia, EUA). A coluna usada no equipamento
foi C18, SB-5 um de porosidade (250 x 4,6 mm) com inje¢cdo automatica
de 40 uL. A fase mdvel isocratica foi metanol:agua 40:60 (v/v), em pH
8,4 (ajustado com KOH 0,5 M), e taxa de fluxo de 0,5 mL min™%. A curva
de calibracdo do MDA é apresentada no Apéndice 3. O resultado obtido
foi expresso em quantidade de MDA por mg de proteina.

5.6.7. Producao de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO)

O ensaio de producdo de ERO foi baseado na metodologia
proposta por Mhyre et al. (2003) e Schoultz et al. (2012). Neste método, a
molécula 2,7-diclorodihidrofluoresceina diacetato (H2DCF-DA) é clivada
e oxidada gerando a molécula fluorescente 2,7-diclorofluoresceina (DCF)
como produto no meio intracelular.

Inicialmente, 1 x 10° céls mL* foram incubadas em placas de 24
pocos nas mesmas condi¢des do cultivo. Ap6s o periodo de adesdo, o
meio de cultura foi aspirado e as amostras foram inseridas. Os NM SiO,
foram diluidos em meio RPMI em concentragfes equivalentes as CEsp,agh
obtidas no ensaio MTT. As dilui¢cbes foram sonicadas a 165 W por 1,5
min. Dessa maneira, as células Vero foram expostas a 1,477 mg L de
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NHS, 0,254 g L'* de NH1 e a 0,117 g L'* de NH3. As células também
foram expostas a um controle negativo (RPMI) e a um controle positivo
(2 mM H203). Apds 24 h de exposicao, as amostras foram aspiradas e as
células foram lavadas com PBS. A proxima etapa consistiu em adicionar
50 uM H2DCF-DA em cada poco e as placas foram mantidas a 37 °C e
5% CO2 no escuro por 40 min. A H2DCF-DA foi, entdo, aspirada e as
células lavadas novamente com PBS, deixando 400 pL por poco no final
da altima lavagem. Ao final, a fluorescéncia foi medida usando o leitor de
placa SpectraMax Paradigm (Molecular Device LCC, California, EUA)
com comprimento de onda de excitagdo de 485 nm e de emissdo 530 nm.
As absorbancias foram normalizadas pelo controle negativo e foram
expressas em porcentagem (%). Foi realizada andlise de variancia one-
way ANOVA seguida por teste Tukey de comparagcdo multipla para
determinar as diferencas significativas entre o controle negativo e as
amostras (p < 0,05).

5.6.8. Emblocamento

Para a visualizacdo de danos celulares através de microscopia, as
células Vero e as D. magna (teste cronico) expostas aos NM SiO; foram
emblocadas em resina spurr (SPURR, 1969) no Laboratério de Biologia
Celular Vegetal (LABCEV) do Departamento de Biologia Celular,
Embriologia e Genética da UFSC.

Células na concentragdo de 5 x 10° céls mL* foram expostas em
placas de 6 pocos as CEsg24n respectivas a cada NM SiO,. Apés 24 h de
exposicdo, retirou-se 0 contaminante de cada pogo e acrescentou-se 1 mL
de tripsina para descolamento das células. As células suspensas foram
aspiradas e colocadas em eppendorfs de 2 mL. Fez-se a lavagem das
células com PBS através de centrifugacdo dos eppendorfs. Em seguida,
fez-se a fixacdo com solucdo de gluteraldeido 2,5 % e tampédo caco 0,1
M. A pos-fixagdo foi realizada com solucéo de 6smio 1,0 % e tampéo
caco 0,1 M. A proxima etapa consistiu em sucessivas lavagens com
tampdo caco 0,1 M e desidratagcdo com concentracBes crescentes de
acetona. Apos esta etapa, fez-se a infiltragdo com resina spurr em
concentragdes crescentes até 100%.
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Para a analise em MET, fez-se a realizacdo de cortes ultrafinos (60
a 70 nm de espessura) através de navalha de diamante nos blocos.

Para o emblocamento das D. magna, foram coletados organismos
sobreviventes da menor CEO obtida para cada NM SiO,. Para a
exposicdo a NHS, a concentracdo escolhida foi 50 mg L, para NH1 foi
3,12 mg L* e para NH3 também foi 3,12 mg L*. Para MET, optou-se por
analisar o intestino e 0s ovos dos organismos expostos. Apds fixacao, os
organismos foram cortados com auxilio de bisturi e 0s intestinos e 0s
ovos foram separados com auxilio pinga. O emblocamento ocorreu de
maneira similar a metodologia utilizada para as células Vero.

Ja para o MEV-EDS, as D. magna foram fixadas por inteiro e a
Unica diferenca de procedimento foi a desidratacdo. Esta ocorreu em
concentracdes crescentes de etanol. Apds a completa desidratacdo das
amostras, estas passaram pelo processo de Ponto Critico e foram
revestidas com Au no préprio LCME.
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES
6.1. CARACTERIZACAO DOS NM SiO;

A Figura 14 apresenta as micrografias obtidas por MET dos NHS
diluidas em agua UP (Fig. 14-A), em meio I1SO (Fig. 14-B), em meio M4
(Fig. 14-C) e em meio RPMI (Fig. 14-D). Também sdo apresentadas as
diluigdes de NH1 em agua UP (Fig. 14-E), em ISO (Fig. 14-F), em M4
(Fig. 14-G) e em RPMI (Fig. 14-D). Por fim, a Fig. 14-1 é do NH3
disperso em &gua UP, a Fig. 14-J é o NH3 em meio 1SO, a Fig. 14-K é
NH3 em M4 e a Fig. 14-L é o NH3 em RPMI. Todos os materiais
apresentaram morfologia esférica, porosa e seus didmetros médios
ficaram abaixo de 100 nm. Em todas as imagens foi visualizado particulas
conectadas umas as outras por fios de SiO».

Figura 14 - Micrografias dos NM SiO, em agua UP e nos diferentes meios de
cultura.
up IS0

NHS

NH1

Legenda: A — NHS em UP; B — NHS em ISO C- NHS em M4 D — NHS
em RPMI; E — NH1 em UP; F — NH1 em I1SO; G — NH1 em M4; H — NH1
em RPMI; | — NH3 em UP; J — NH3 em ISO; K — NH3 em M4 e L — NH3
em RPMI.

Fonte: Figuras 13-A, D, E, H, I e L: PUERARI et al. (2018).
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O didmetro médio da NHS foi mensurado em 48,2+ 13,1 nm,
enquanto o de NH1 foi 80,2+ 18,1 nm e o de NH3 foi 84,7+ 19,5 nm. As
imagens de MET do NHS disperso em agua UP revelaram uma diferenca
significativa em termos de diametro médio de particula quando
comparado com NH1 e NH3 dispersos no mesmo meio. Também foi
visualizado que os fios que fazem a conexdo entre as particulas tiveram
sua espessura aumentada nas amostras amino-funcionalizadas em relagdo
a NHS.

A Figura 15 apresenta 0os mesmos NM SiO; da Figura 14,
permitindo uma melhor visualizagdo da distribuicdo dos NM SiO, quando
dispersos nos diferentes meios utilizados nesta pesquisa. Foi observado
uma tendéncia de todos os NM SiO, a formacdo de aglomerados
conforme a diluicdo em meios que contém sais em relacdo somente a
agua UP.

Figura 15 - Micrografias da distribuicdo dos NM SiO, em 4gua e nos meios
de cultura.
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Legenda: A — NHS em UP; B — NHS em I1SO; C — NHS em M4; D — NHS
em RPMI; E — NH1 em UP; F — NH1 em ISO; G — NH1 em M4; H — NH1
em RPMI; | — NH3 em UP; J — NH3 em ISO; K — NH3 em M4 e L — NH3
em RPMI.

Fonte: Figuras 14-D, H e L: PUERARI et al. (2018).
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A Figura 16 mostra os espectros de FTIR dos NM SiO; e das
moléculas funcionalizantes. As bandas caracteristicas da molécula
funcionalizante APTMS (Fig. 16-A) e AEAEAPTMS (Fig. 16-B)
apareceram aproximadamente em 3360 cm™' e em 3295 cm?, sendo
atribuidas a deformacdo axial dos grupos amina. Na mesma regido, foi
verificada a sobreposic¢ao de bandas de vibragdo do estiramento de Si-OH
presente nas moléculas funcionalizantes, assim como foi observado no
espectro de NHS. Para AEAEAPTMS e NH3 (Fig. 16-B), as bandas em
2940 cm™ e 2835 cm* foram atribuidas aos estiramentos vibracionais
assimétrico e simétrico do C-H alifatico, respectivamente. Outra banda
que caracteriza a presenca de grupo funcional amina (N-H) apareceu em
1587cm™ e foi atribuida as vibracdes das deformacdes angulares
simétricas no plano da amina. Em 1460cm™, a banda atribuida a
vibragdo da deformagdo angular simétrica do CH foi verificada. O
espectro de NHS apresentou bandas em 3460 cm™ e 1640cm™,
referentes as vibracdes de estiramento e deformacdo de moléculas de OH
e de hidratacdo de Si-OH, respectivamente. O ombro em 3247 cm™* pode
ser atribuido a vibragdo de estiramento dos grupos Si-OH na estrutura de
SiO; amorfa (MUSIC et al., 2011). Bandas em regides similares
aparecem no espectro do APTMS e NH1 (Fig. 16-A).

No espectro de NH1 (Fig. 16-A) e no de NH3 (Fig. 16-B), as
bandas caracteristicas do NHS e das moléculas funcionalizantes foram
observadas, evidenciando a funcionaliza¢do dos materiais. As bandas que
confirmaram a funcionalizagdo aparecem em aproximadamente 2940
cmt e 2838 cm™?, sendo atribuidas a vibragdo de estiramento assimétrico
e simétrico do C-H alifatico e em 1567 cm™* (Fig. 16-B) e 1552cm™
(Fig. 16-A), essas atribuidas & vibragéo de deformacéo angular simétrica
no plano N-H. A presenca de grupos funcionais C-H e N-H nos espectros
de NH1 e NH3 indicaram a ancoragem de molécula funcionalizante na
superficie dos NM SiO2, uma vez que o NHS ndo possui carbono ou
amina em sua estrutura. Na Fig. 16, as setas pretas indicam as bandas das
moléculas amino-funcionalizantes que aparecem nos espectros de NH1 e
NH3. A banda em 1423 cm™! apresentada no espectro de APTMS néo foi
completamente evidente no espectro de NH1 (Fig. 16-A), porém bandas
em regides similares foram observadas para AEAEAPTMS e NH3 (Fig.
16-B).
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Figura 16 - Espectros FTIR das moléculas funcionalizantes e dos NM SiOs.
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A Figura 17 mostra os difratogramas de NHS, NH1 e NH3 obtidos
através da analise DRX. O aparecimento do halo em aproximadamente 20
° € caracteristico de SiO, amorfa (Ko et al., 2013b) e com a
funcionalizacdo ndo foi observada alteragdo no difratograma do NM
SiOs.

Figura 17 - Difratogramas dos NM SiO..
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Fonte: Adaptado de PUERARI et al. (2018).

A Tabela 8 apresenta os dados de area superficial de NHS, NH1 e
NH3 e os resultados de pH, PZ, DE e IPD dos materiais em todos 0s
meios analisados. A redugdo na area superficial e aumento dos valores de
pH e PZ foram observados para NH1 e NH3 em relacdo ao NHS.
Também foi observado um aumento do DE quando os NM SiO, foram
diluidos nos meios 1SO, M4 e RPMI em comparacdo aos dispersos em
agua UP. O efeito observado no DE foi corroborado com o resultado
obtido de MET (Fig. 14) e ambos indicaram que houve aumento do
diametro das particulas apés a amino-funcionalizacdo. Ainda, todos os
resultados de IPD indicaram que as particulas apresentaram diametros
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efetivos monodispersos, ou seja, compreendem a uma estreita faixa de
diametros efetivos, pois apresentou resultados de IPD menores ou iguais a
0,30.

Tabela 8 - Resultados de pH, PZ, DE e IPD para cada NM SiO; em agua e

nos diferentes meios de cultura.

NHS NH1 NH3
Area
Superficial 444,07 283,1° 286,82
(m2 g™t
pH 5,350 6,20° 6,41b
% Pz -22,87 +0,57° 39,24 +0,28° 44,09 + 0,51P
= _(mV)
= DE b b b
P (nm) 794,51 + 33,19 867,99 + 20,39 855,32 + 28,69
IPD 0,29+0,01 0,27 £ 0,04 0,29 + 0,02
pH 7,30 7,93 8,19
Pz -22,27 £ 0,26 30,52 + 0,33 32,90+ 0,51
9 (mV)
- (Ir?rﬁ) 1193,34 £ 22,80 2084,90 + 55,80 2049,12 +£ 90,61
IPD 0,28 + 0,03 0,27 £ 0,02 0,30 +0,01
pH 7,36 7,83 8,21
PZ -22,15+0,78 31,42+ 0,16 29,73+ 0,87
3 (mV)
(EHE) 1386,49 + 10,44 2248,83 + 40,27 2181,59 + 82,28
IPD 0,30+ 0,00 0,30 +£ 0,01 0,30+ 0,00
pH 7,740 8,03° 8,30°
— Pz -25,04 +0,17° 29,34 + 0,35 21,65 + 0,59°
S _(mV)
¥ DE b b b
(nm) 2262,86 + 29,43 2349,67 £ 15,38 2393,47 £ 22,76
IPD 0,28 £ 0,02 0,25 + 0,05 0,25+ 0,06

Fonte: *VICENTINI et al. (2017); "PUERARI et al. (2018).
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O aumento dos didmetros pode ser atribuido a funcionaliza¢éo via
ancoragem de moléculas organicas de diferentes comprimentos na
superficie do NHS (KO et al., 2013b). A amino-funcionalizagdo resultou,
entdo, em um aumento no didmetro da particula e, consequentemente, em
uma reducdo de sua area superficial. Na literatura, reporta-se que a
funcionalizagdo de silica porosa com diferentes moléculas reduz a sua
area superficial (KO et al., 2013a; VICENTINI et al., 2017; CASHIN et
al., 2018).

A presenca das conexdes entre as particulas formadas pelos fios de
SiO2 pode explicar os maiores valores de DE das particulas dispersas em
agua quando comparadas com o0s valores obtidos do diametro pelas
imagens de MET. Devido as conexdes, o DE pode estar medindo os
aglomerados das particulas, enquanto que no MET foi observado cada
particula separada. Outra hip6tese levantada para os maiores valores
observados na analise do DE é que estes foram resultantes dos
aglomerados, que ndo estdo sendo completamente dispersos com a
sonicacdo dos NM. Com esse efeito, o valor de DE médio obtido foi
derivado de particulas separadas e de aglomerados.

A diferenca nos comprimentos moleculares das silanoaminas
resulta em diferentes regides hidrofilicas nas moléculas funcionalizantes,
0 que é associado aos valores de pH. Uma vez que a molécula APTMS
possui um grupamento amina e a AEAEAPTS apresenta 3 grupos amina,
0s NM funcionalizados adquiriram um carater menos acido quando se
comparou os valores de pH de NHS com os de NH1 e NH3. Esta
diferenca no pH, entdo, foi atribuida & presenca desses grupos. Ainda, o
valor de pH de NH1 foi menor que o de NH3 possivelmente devido a
menor regido hidrofilica da molécula APTMS em comparagdo com a
AEAEAPTMS.

A mudanca no sinal dos valores de PZ indicou inversdo de
polaridade e modificacdo dos grupos superficiais de NM SiO. Este efeito
foi atribuido ao carater acido de NHS, que atraem para a sua superficie
moléculas com carater béasico. Ainda, a funcionalizagdo promoveu
aumento da estabilidade dos NM SiO, em meio aquoso, o que foi
atribuido a maior interacdo desses materiais com 0s meios devido a
presenca dos grupos amina (VICENTINI et al., 2017). Os maiores valores
de PZ do NH1 e do NH3 em agua UP foram evidenciados, sugerindo alta
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estabilidade em suspensdo. Quando diluidos em outros meios, 0s
materiais funcionalizados apresentaram menores valores de PZ em
relacdo as suas dispersdes em agua UP. Essa reducdo na estabilidade em
suspensdo € associada a composicdo dos meios (JI et al., 2010;
ROSSETTO et al., 2014; ROSZAK et al., 2016). Quando diluidos em
ISO, M4 e RPMI, as particulas tendem a aglomerar. Isso ocorre
possivelmente devido a forca idnica dos meios resultante da presenca de
uma grande variedade de cations e anions dos sais dissolvidos.

As imagens de MET (Fig. 15) mostraram que as amostras
dispersas nos meios 1SO, M4 e RPMI continham aglomerados maiores
gue as amostras dispersas em &agua UP. Os resultados de DE
corroboraram com a hip6tese de aglomeracdo, uma vez que nesta analise
foram observadas diferencas significativas nos didmetros de todos os
materiais quando se comparou as dilui¢cbes nos diferentes meios com as
diluigdes em agua UP. Como o0s NM SiO- deste estudo sdo porosos e 0s
meios possuem uma grande variedade de componentes em suas
formulagdes, alguns destes compostos podem se ligar & superficie dos
materiais, aumentando o tamanho das particulas e estimulando a
aglomeracao.

6.2. CARACTERIZACAO DAS MEMBRANAS

A Figura 18 apresenta as imagens obtidas por Microscopia
Eletrbnica de Varredura acoplada com Canhdo de Emissdo de Campo
(MEV-FEG) das se¢des transversais das membranas preparadas.

Nas imagens, foi visualizado que a camada suporte PSU é uma
estrutura assimétrica formada por canais longitudinais. Este
comportamento foi visualizado também no trabalho de Gongalves (2018)
e é uma caracteristica dessa membrana possuir os canais longitudinais,
conhecidos como “finger-like pores”, conforme observado na literatura
(EREN etal., 2015; KUMAR et al., 2013a, 2013b).

As mesmas membranas de PSU foram produzidas no trabalho de
Goncalves (2018) e a camada suporte apresentava poros nanometricos.
No presente trabalho, os poros da membrana de PSU foram estimados em
408,0 + 146,9 nm, conforme Figura 19. Pelo gréafico de distribuigdo dos
tamanhos (Fig. 18-B), pode-se notar que para todos os poros medidos, o
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tamanho era menor que 1,0 pm. Nas imagens aproximadas (Fig. 18-B, D,
F e H) foi observada a discreta presenca de filme fino sobre a camada
suporte de PSU, o que confirma que o preparo resultou em membranas
nanoestruturadas de filme fino. Este filme foi identificado como as
camadas de filmes finos de PDA/PEI sobre a PSU na MO e a deposi¢édo
PDA/PEI+NM SiO; nas membranas MS, M1 e M3. Os filmes finos
formados tiveram suas espessuras estimadas nos pontos destacados nas
imagens e, para MO0, a espessura foi de 416 nm, para MS foi 475 nm, para
M1 foi 411 nm e para M3 foi de 428 nm. Contudo, devido a morfologia
irregular da membrana de PSU, ndo foi possivel precisar uma média geral
para cada membrana, pois o filme fino presente sobre a camada suporte
apresentou diferencas em suas espessuras dependendo do ponto em que
foi analisado. Efeito similar foi encontrado no trabalho de Li et al.
(2012b) quando PDA foi depositada sobre uma camada suporte de PSU.
Gongalves (2018) preparou membranas de NF compostas por camada
suporte de PSU e filme fino de PA impregnado com NB ZnO. Foi
observada a formacéo de filme fino com cerca de 350 nm de espessura
sobre a camada suporte de PSU, porém, de maneira similar ao presente
trabalho, nédo foi possivel precisar com exatiddo essa dimensdo devido a
morfologia irregular dos filmes.

Ainda, ndo foi possivel observar a presenca dos NM SiO; no filme
formado em cada membrana a partir das imagens de secdo transversal.
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Figura 18 - Micrografias das sessdes transversais das membranas.
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Figura 19 - Detalhe dos poros da membrana de PSU.
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Legenda: A - MEV-FEG da membrana de PSU; B - histograma e distribuicdo
dos tamanhos dos poros da membrana.

A Figura 20 apresenta as imagens de MEV-FEG da superficie de
cada membrana. Nas imagens, foi visualizada a rugosidade das
superficies e a auséncia de poros. Percebe-se que a MO, isto é, membrana
sem a adicdo de NM SiO-, possuia uma superficie com menor rugosidade
em comparacdo com as membranas MS, M1 e M3. Em todas as
membranas, porém, foram visualizados alguns agregados na sua
superficie. Esses agregados podem ser particulas dos polimeros,
conforme também observado no trabalho de Li et al. (2012b). J& em MS,
M1 e M3, além de particulas dos polimeros, os agregados foram
formados por aglomerados de NM SiO,, conforme identificado pelas
imagens de MEV analisadas pelo EDS acoplado. No estudo de Lv et al.
(2016) foi realizada a deposi¢do de NP SiO, em filmes fino de PDA/PEI
sobre suporte de PAN. A adi¢do de NP SiO; resultou no surgimento de
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nodulos na superficie da membrana quando se comparou com a versao
sem as NP SiO,. Isto ocorreu provavelmente devido a aglomeracdo das
NP SiO; (LV et al., 2016). Comportamento similar foi observado por
Koseoglu-Imer et al. (2013) quando impregnou NP Ag em membranas de
PSU.

Ressalta-se, ainda, a maior presenga de NH1 e NH3 nas superficies
de M1 e M3, respectivamente, conforme visualizado nos destaques das
Fig. 20. Este efeito ocorreu possivelmente devido a presenca dos grupos
amina na superficie de NH1 e NH3. Uma vez que ha a presenca de grupos
amina na camada de filme fino, é possivel que os NM SiO, amino-
funcionalizados tenham reagido, via ligagdo covalente, com esses grupos
do PEI apo6s a reticulagdo, resultando em uma interacdo forte dos NM
com a superficie da membrana de PEI.
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Figura 20 - Micrografias das superficies das membranas.
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Legenda: A - M0O; B - MS; C - M1; D - M3.

A hipétese de maior fixa¢do dos materiais amino-funcionalizados a
superficie das membranas foi corroborada com a andlise EDS,
apresentada na Tabela 9. Na tabela, tém-se os dados da porcentagem em
massa dos elementos C, O, S e Si presentes nas membranas. Nota-se que
em MO ndo foi detectada a presenca de Si, ao contrario do que ocorreu
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com MS, M1 e M3. Ressaltam-se os maiores valores de Si em M1 e M3
em relagdo a MS, o que colabora com a afirmagdo de que a amino-
funcionalizagdo permite uma maior fixacdo dos NM SiO as membranas.
Os elementos C, O e S eram esperados em todas as membranas, uma vez
gue fazem parte das composi¢fes das mesmas.

Tabela 9 - Porcentagem em massa dos elementos das membranas obtido por
MEV-EDS.
Carbono (C) Oxigénio (O) Enxofre (S)  Silicio (Si)
(%) (%) (%) (%)
MO 89,20 £ 0,76 7,92 £0,47 2,88 £0,27 ND
MS 89,02 £ 0,82 7,52 £0,47 3,21£0,27 0,26 £ 0,07
M1 83,75+ 0,75 9,95+0,42 2,91+0,23 3,39£0,14
M3 85,83 £ 0,87 9,94 + 0,51 1,01 £0,28 3,21+0,18
Legenda: ND - Nao Detectado pelo método.

Ainda sobre a superficie da membrana, as diferencas nas
rugosidades observadas visualmente no MEV-FEG séo corroboradas com
a analise AFM (Figura 21). Os pontos escuros representam vales e os
pontos mais claros representam picos. Nota-se que as membranas MS,
M1 e M3 possuiam uma estrutura com mais picos e vales (“ridge-and-
valley”) que a MO0. Apesar de ndo ter realizado o ensaio AFM, Gongalves
(2018) observou através de MEV-FEG um favorecimento da estrutura
ridge-and-valley nas membranas que foram impregnadas com NB ZnO.
A incorporacdo de NP TiO, sem e com funcionalizacdo com a molécula
N-[3-(Trimetoxissilil) propil] etilenodiamina (AAPTS) em filmes de PA
também promoveu o favorecimento da estrutura “ridge-and-valley”,
visualizado através de MEV e de AFM (RAJAEIAN et al., 2013).
Também através de AFM, Zhang et al., (2017) reportou que a geracgao in
situ de NP TiO, em membranas de NF promoveu o favorecimento de
ridges-and-valleys.
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Figura 21 - Micrografias de forga atdbmica das membranas.

C

Legenda: A - MO; B - MS; C - M1; D - M3.

A partir das imagens de AFM, foi calculada a rugosidade das
superficies através do software WSxM 4.0 (HORCAS et al., 2007). Os
pardmetros obtidos foram Sa, Sq e Sz, sendo que Sa expressa, em valor
absoluto, a diferenca de altura de cada ponto com a média aritmética da
superficie, pardmetro mais usado para medir rugosidade; Sq representa a
raiz quadrada média dos valores das ordenadas dentro da &rea definida; e
Sz é definido como a soma do maior valor de altura de pico e o maior
valor de profundidade do vale. Estes resultados sdo apresentados na
Tabela 10.

Tabela 10 - Pardmetros de rugosidade para cada membrana.

Sa (hm) Sqg (nm) Sz (nm)
MO 20,00 40,70 379,0
MS 24,54 42,28 438,5
M1 52,80 91,40 416,6
M3 51,10 87,90 405,6

Os valores calculados corroboram com as imagens (Fig. 20 e 21)
uma vez que mostraram que as membranas que possuem maior
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rugosidade (Sa) sdo a M1 e M3, com valores muito proximos entre si. A
MS também apresentou maior Sa que a MO. A maior rugosidade
apresentada com a adicdo dos NM SiO- pode ser devido a formacéo dos
aglomerados dos materiais nas superficies das membranas, sendo que este
efeito ja foi reportado na literatura (NIKSEFAT; JAHANSHAHI;
RAHIMPOUR, 2014). O favorecimento a formagdo das estruturas “ridge-
and-valley” ¢ evidenciado através de Sz, pois a adi¢do dos NM SiO; nas
membranas promoveu aumento nesse pardmetro em relagéo a MO.

Em estudo de NP SiO, em membranas de forward osmosis (FO),
constituidas de camada suporte de PSU e filme fino de PA, também foi
observado aumento em todos os parametros quando se fez a comparagéo
das membranas sem e com adicdo dos NM SiO; (NIKSEFAT;
JAHANSHAHI; RAHIMPOUR, 2014). O aumento nos parametros
relativos a rugosidade também foi reportado na geragdo in situ de NP
TiO2 em membranas de NF (ZHANG et al., 2017).

Os espectros de FTIR da Figura 22 mostraram informacdes
qualitativas referentes aos grupos funcionais presentes na superficie das
membranas. As principais bandas dos modos vibracionais foram
identificadas no espectro da membrana de PSU em torno de 3031 cm™
correspondente a vibracdo do alongamento simétrico do C-H de anel
aromatico, em 2970 e 2875 cm referentes as vibragdes assimétricas e
simétricas do C-H alifatico, respectivamente. A banda em 1680 cm
atribuida a deformacédo axial de C=C do anel aromatico, a qual pode ter
sido deslocada pelo efeito de conjugacdo ou efeito indutivo dos
substituintes do anel. As bandas de vibragdo em 1583, 1504 e 1484 cm
foram associadas a deformacéo axial de C=C de aromatico. As bandas em
torno de 1404 e 1365 cm™* correspondem a deformacéo angular do CHs.
As vibragdes assimétricas e simétricas de O=S foram identificadas 1320 e
1156 cm?, respectivamente. As bandas 1245 e 1072 cm? foram
atribuidas a deformacéo da ligagcdo C-O do éter aromatico (KUMAR et al.
2013a).

Em todos os espectros das membranas foi verificada a
predominancia das bandas dos modos vibracionais caracteristicos de
PSU. A formagdo do filme fino de PDA e PEI reticulados com GA sobre
0 PSU foi confirmada com o aparecimento da banda larga de amina na
regido de 3405 cm™, que corresponde a vibragdo de deformagéo axial nos
atomos de hidrogénio ligados ao nitrogénio (N-H). Na regido de 1580 e
1495 cm* também aparece uma banda fraca de deformacdo angular de
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amina, sendo que esta possivelmente foi sobreposta pela banda de 1583
cm! de aromaticos. A reticulacdo do PEI com GA foi evidenciada com o
aparecimento do ombro em torno de 1663 cm atribuido a ligagdo entre
C=N (imina) (LV et al. 2015) formada pela reacdo de condensacdo da
amina primaria do PEI e/ou da molécula funcionalizante com o aldeido
do GA. A incorporacdo de NHS, NH1 e NH3 ndo alteraram 0s espectros
das membranas MS, M1 e M3.

Dessa forma, a partir das informacgdes obtidas nos espectros da
Figura 22, ficou evidente a formacdo da camada de filme fino PDA/PEI
sobre o suporte de PSU, corroborando com as imagens de MEV-FEG, e
gue o GA reticulou camada de filme de PEI e, possivelmente, as aminas
primarias das moléculas funcionalizantes de NH1 e NH3.

Figura 22 - Espectros FTIR das membranas.
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A Figura 23 mostra o gréafico dos resultados do angulo de contato
para cada membrana testada. Todos os resultados sdo diferentes
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significativamente entre si (p < 0,05). Quando se compara o &ngulo de
contato da membrana de PSU (72,95° + 1,03) com a membrana de PSU
somente com filme fino de PDA (68,58° + 1,80), nota-se a diminuicdo do
angulo, o que, consequentemente, significa maior espalhamento da gota
sobre a superficie da membrana. Conforme o esperado, a formagdo do
filme fino de PDA sobre PSU resultou numa maior hidrofilicidade da
membrana, e este comportamento também foi observado na literatura
para a mesma composi¢do (CHOI et al., 2019; LI et al., 2012b). A
membrana MO é constituida de PSU/PDA/PEI e o angulo de contato
obtido foi de 65,95° + 1,51. Houve diminui¢do do angulo com a adicdo
do filme fino de PEI sobre o filme de PDA e este efeito também foi
observado na literatura (QIU et al., 2015; YANG et al., 2016). Este efeito
ocorreu devido a presenca de grupos aminas nas estruturas do PDA e do
PELI.

Figura 23 - Grafico dos valores dos angulos de contato de cada membrana.
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O aumento da hidrofilicidade com a adicdo do NM SiO;
pirolisado (VICENTINI et al., 2017) esta associado a presenca de grupos
silanol e ou hidroxila na superficie dos NM SiO2 (JIN et al., 2012). As
particulas de NHS apresentaram menor estabilidade em suspenséo que as
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amino-funcionalizadas, possivelmente devido a presenca dos grupos
aminas, conforme observado nos resultados de PZ (Tabela 8). Dessa
maneira, 0 menor aumento do angulo de contato quando inseridas as
particulas puras em relagdo as amino-funcionalizadas (reducdo de 8,5%
para MS, 20,6% para M1 e 16,3% para M3) pode estar associado a
aglomeracdo do NHS. Segundo Jin et al. (2012), quando NP SiO; se
aglomeram, ha reducdo da area superficial, o que resulta em menores
guantidades de radicais hidroxidos. Ainda, a membrana M1 foi a que teve
0 menor angulo de contato (52,39° + 0,70), logo a maior hidrofilicidade
entre todas. Assume-se, entdo, que este efeito seja decorrente da adicdo
de NH1 na composicdo da membrana. Era esperado que a membrana M3
fosse a mais hidrofilica devido a presenca de 2 aminas secundarias e 1
amina primaria na composicdo da molécula funcionalizante do NH3
adicionado, sendo que em NH1 a molécula possui apenas 1 amina
primaria. Uma hip6tese para 0 comportamento apresentado é que, apés a
reticulacdo, as aminas primarias presentes em NH3 estejam mais
desimpedidas estericamente para reagir com o GA para formar iminas,
reduzindo sua disponibilidade. Com essa reticulagdo, ocorre a
aproximacdo das cadeias e o fechamento da estrutura. Isso restringe a
guantidade de espaco entre as cadeias poliméricas e nos grupos reativos,
resultando entdo em uma menor hidrofilicidade. Outra possivel hip6tese é
a ocorréncia de ligacBes inter e intramoleculares com a molécula
funcionalizante e, consequentemente, promovendo a ciclizacdo das
moléculas.

6.3. EFICIENCIA DAS MEMBRANAS

Quanto a eficiéncia das membranas preparadas, a Figura 24
apresenta grafico obtido a partir da analise do fluxo de agua UP em
diferentes pressdes para todas as composi¢des de membrana investigadas
nesta pesquisa. Todas as membranas apresentaram R? elevado (> 0,99)
quando foram plotadas as retas que correlacionam fluxo e pressdo para
cada uma. Conforme foi observado no grafico, a insercdo de NM SiO;
elevou o fluxo de 4gua UP de todas as membranas em relagdo & MO.

Em média, quando foi dividido o resultado do fluxo por cada
pressdo empregada, resultou em:



116

e MO0-143+0,06 Lm?hhar?;

e MS-1,68%0,03Lm?2htbar?;

e M1-3,21+0,20 L m?h?1barte, porfim,

e M3-210+0,29L m?htbar?

Estes valores ficaram na faixa esperada para membranas de NF,

uma vez que todos os fluxos ficaram compreendidos entre 1,40 e 12,00 L
m~2h1bar! (MULDER, 1996). A partir desses resultados, percebe-se que
houve um aumento no fluxo de agua de 14,68% quando se adicionou
NHS & membrana. A adi¢cdo de NH1 elevou o fluxo de agua em 55,35%,
enquanto que a adigdo de NH3 originou em um aumento de 31,52% no
fluxo. Foi reportado na literatura que a adicdo de NP SiO, promoveu o
aumento do fluxo de permeado em membranas de NF (JIN et al., 2012).

Figura 24 - Grafico do fluxo de agua UP de cada membrana para as pressoes
4,6, 8e 10 bar.
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O crescimento mais acentuado do fluxo, ou seja, 0os maiores
coeficientes angulares das retas, observado para M1 e M3 em detrimento
a MS pode estar relacionado a amino-funcionalizacdo dos NM. A
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presenca de amina primaria em NH1 e em NH3 que foi adicionado,
respectivamente, em M1 e M3, pode ter contribuido para 0 aumento na
permeacdo de agua por essas membranas em relacdo a membrana que
continha o NHS, isto é, 0 NM sem amino-funcionalizacdo. Ressalta-se
gue a concentracdo de reticulante utilizada foi baixa, 0 que garante a
reticulacdo somente de uma parcela de grupos amina, enquanto o restante
permanece livre. O excesso de reticulante resultaria em uma estrutura
muito rigida e fechada para a permeacéo de agua.

Logo, a ordem das membranas, do maior fluxo para o menor, é
M1 > M3 > MS > MO. Esta ordem é corroborada pelos resultados obtidos
no ensaio de angulo de contato (Figura 23) que mostraram que a M1 era a
membrana mais hidrofilica de todas (menor angulo de contato), seguida
por M3, MS e MO.

Em 6 bar, o fluxo de agua para MO foi 8,48 + 0,32 L m? h'!, para
MS foi 10,21 + 0,39 L m? h%, para M1 foi 18,75 + 1,10 L m? h' e para
M3 foi 12,05 + 1,10 L m2 h%, No estudo de Jin et al. (2012), a membrana
composta por filme fino de PA com NP SiO; sobre camada suporte de
PSU apresentou fluxo de agua pura de aproximadamente 11 L m2 h em
6 bar, enquanto que a membrana sem a NP teve fluxo de
aproximadamente 8 L m? h! na mesma pressdo. Estes resultados estdo
muito préximos aos obtidos na presente pesquisa. Ja a membrana
estudado por Zhao et al. (2016), composta de camada suporte de PSU e
filme fino de PA com adicdo nanotubos de carbono de multiplas camadas
(MWCNT - multi-walled carbon nanotubes) revestidos por camada de
PDA/PEI obteve um fluxo muito superior, de aproximadamente 90 L m
h', enquanto que a membrana sem a adicdo de MWCNT revestidos
obteve fluxo de aproximadamente 35 L m hL, Por presséo, os resultados
foram 15,32 L m2 h! bar! e 5,88 L m2 h** bar?, respectivamente.

Ja a Figura 25 apresenta os fluxos de permeado de cada solucéo e
da permeacdo de dgua UP para cada membrana na pressdo 6 bar. Em
todas as membranas, houve diminui¢do no fluxo quando se passou as
solucdes (de 1 g Lt) AgNOs, MgCly, NaCl e ZnSO, em relagéo ao ensaio
que utilizou somente agua UP. Esta reducdo esta associada a presenca de
sais nas solugdes, o que reduz o fluxo de passagem uma vez que estes
estdo sendo retidos pela membrana. De maneira analoga ao ensaio
somente com agua UP, a membrana que permitiu maior fluxo de
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permeado, para todas as solu¢es testadas, foi a M1, seguida por M3, MS
e MO.

Figura 25 - Fluxo de permeado de cada solucdo testada e de agua UP para
cada membrana (pressdo de operacdo: 6 bar)
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A Figura 26 mostra um gréfico das rejeicdes das solucfes testadas
para cada membrana na pressdao 6 bar. Para MgCl,, NaCl e ZnSO., a
membrana responsavel pela maior rejeicao foi a M1 (rejeicdes de 53,56 +
1,76 %, 35,88 + 0,47 % e 41,54 + 0,71 %, respectivamente). Ja para
AgNOs3, a membrana com maior rejeicdo foi a MO com 30,65 + 0,97 %.
Vale ressaltar que, para este sal, a membrana com menor rejeicdo foi a
MS com 26,39 + 1,22 %, valor relativamente proximo a rejeicdo obtida
pela MO.

De maneira geral, as membranas obtiverem as menores rejeicdes
para as solucdes de AgNO3 e NaCl. Uma explicacdo para este efeito é que
estes sais contém os fons monovalentes Ag* e Na*, respectivamente, e 0s
raios idnicos de hidratagio de ambos sdo 4,7 A, isto €, 0,47 nm, enquanto
que o raio iénico de hidratacdo do Mg2* é 7,0 A (0,70 nm) e do Zn?* ¢ 6,8
A (0,68 nm) (KIELLAND, 1937). A partir do grafico, observa-se que as
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maiores rejeicbes foram obtidas quando se testou MgCl,, seguido por
ZnSQO4, NaCl e AgNOs. Esta ordem estd de acordo com os raios de
hidratacdo dos cétions, uma vez que 0 Mg?* possui 0 maior raio atbmico
de hidratacéo, seguido pelo Zn?* e, por fim, Na* e Ag*. Assim, tem-se 0
processo de exclusdo pelo tamanho um dos responsaveis pela rejeicdo dos
sais. Adicionalmente, a maior rejeicdo ao NaCl em relagdo ao AgNO3
pelas membranas M1 e M3 pode ser explicado também pelos raios
idnicos de hidratagdo. Sabe-se que o anion NOs possui raio de 3,1 A
(0,31 nm) e o CI possui raio equivalente a 3,9 A (0,39 nm). Uma vez que
0 nitrato € menor que o cloreto, hd maior facilidade do NOs em
atravessar a membrana também pelo processo de exclusdo, o que
consequentemente reduz o efeito Donnan na filtracao.

Figura 26 - Gréafico com a rejeicdo (%) de cada solugdo para cada membrana.
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A Tabela 11 apresenta o compilado dos resultados de fluxo de
permeado e de rejeicdo dos 4 sais testados para cada membrana e a
Tabela 12 alguns resultados encontrados na literatura.
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Tabela 11 - Resultados de rejeicdo e de fluxo de permeado para AgNOs,
MgCl,, NaCl e ZnSO, para as membranas M0, MS, M1 e M3 quando

submetidas a 6 bar.
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40 e permeacao.

Tabela 12 - Resultados da literatura para rejeic
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Comparando a Tabela 11 com a 12, percebe-se que, apesar do
fluxo de permeado do presente estudo ser muito inferior aos encontrados
por Oliveira (2016), a rejeicdo a MgCl, e a NaCl foi superior. Apesar do
volume de &gua tratada ser inferior, ressalta-se que a qualidade da mesma
foi superior.

Quando se compara com a membrana constituida por suporte de
PSU e camada de polietilenoglicol (PEG) modificada com ZnCl;
produzida por Panda, De (2014), nota-se que todas as membranas do
presente estudo obtiveram rejeigdes a MgCl, superiores, enquanto que a
rejeicdo a NaCl pela M1 ficou préxima a encontrada pelos autores.
Ressalta-se, ainda, que a pressao utilizada por Panda, De (2014) foi de 6,9
bar, 0 que resulta nos maiores valores de fluxo verificados e em maior
gasto energético.

A membranas MS, M1 e M3 também foram superiores a
membrana produzida por Zhu et al. (2015), constituida por QTS e
nanofolhas de montmorilonita (MMT). Operando em 4 bar, a membrana
atingiu rejeicBes de cerca de 30% para MgCl, e de 15% para NacCl,
inferiores as rejei¢des apresentadas na Tabela 11.

A membrana desenvolvida por Lv et al. (2016) possuia
composi¢do similar & membranas do presente trabalho. Os autores
atingiram rejeicBes a NaCl de aproximadamente 25% e de MgCl, de
aproximadamente 90%, com fluxos de permeados superiores aos
encontrados na Tabela 11. Apesar dos valores de rejeicdo de MgCl;
serem bastante inferiores de Lv et al. (2016), ressalta-se que a rejei¢do ao
NaCl foi superior para as membranas M1 e M3. Este resultado € positivo,
uma vez que as membranas de NF possuem relativa baixa eficiéncia na
remocdo de fons monovalentes. Assim, aumento na rejeicdo de NaCl
representa um avanco nesta tecnologia. Por outro lado, a membrana sem
adicdo de NM desenvolvida por Lv et al. (2015) atingiu maiores rejeicdes
a MgCl; e NaCl, porém, apesar da menor rejeicdo, a membrana M1 do
presente trabalho obteve um maior fluxo de permeado possivelmente
devido a adicdo de NH1 e isso representa maior volume de agua tratada.

As membranas MS, M1 e M3 obtiveram resultados superiores de
rejeicdo de zinco que a membrana comercial de NF avaliada por Fersi
Bennani; M’Hiri (2013). Na pesquisa, os autores utilizaram zinco a uma
concentracdo inicial de 65,38 mg L e o fluxo de filtracdo era tangencial.
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Por outro lado, também utilizando membrana de NF comercial,
Belkhouche et al. (2009) reportou rejei¢Oes de Zn de 96 a 99%, sendo que
a fonte deste metal era proveniente de lixiviado de residuos sélidos.

Para Ag, sdo poucos os estudos na literatura que usam NF para
tratar este metal. A filtragdo por membrana de NF comercial de NP Ag
diluida em &gua destilada resultou em rejeicao de 76,4% dos ions de Ag*
liberados no meio (SERRAO SOUSA; RIBAU TEIXEIRA, 2015)
quando se utilizou 10 bar. Na presente pesquisa, a utilizagdo de presséo 6
bar resultou num méaximo de rejeicdo de Ag de 30,65%. Por também ser
um fon monovalente, ou seja, de dificil rejeicdo por membranas de NF,
considera-se o resultado obtido como positivo.

Levando em conta os dados obtidos, percebe-se que a
funcionalizagdo dos NM SiO; e a adicdo nas membranas poliméricas
promoveu melhorias na hidrofilicidade e, consequentemente no fluxo de
agua para todos os sais testados, além de melhorar os resultados de
rejeicdo das solucdes de MgCl,, NaCl e ZnSQ4. Ao contrario do que era
esperado, foi verificado que a adicdo de NH1 demonstrou eficiéncia
superior em comparagdo com as membranas com NH3. Esse resultado
pode ser justificado pela diferenca na estrutura das moléculas amino-
funcionalizantes. A molécula AEAEAPTMS (tri-amina) possui 3
nitrogénios com pares de elétrons disponiveis em sua estrutura e pode ter
ocorrido reagdes intra e intermoleculares com possivel ciclizacdo da
molécula. Com a ciclizacdo, os possiveis sitios ativos da molécula ficam
comprometidos, desfavorecendo a rejeicdo dos sais. Outra evidéncia de
que esteja ocorrendo a ciclizacdo foi a diferenca na hidrofilicidade entre
M1 e M3, uma vez que este processo reduz o carater polar da estrutura
guimica. Contudo, essa hipGtese precisa de mais investigagdo. Outra
justificativa para o comportamento observado é o tamanho da molécula
gue reveste 0s NH3 em comparacdo com os NH1. Como AEAEAPTMS é
maior que APTMS, as estruturas tendem a ficar mais afastadas umas das
outras, o que possibilita maior passagem de ions.
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6.4.  ENSAIOS TOXICOLOGICOS
6.4.1. Teste agudo com D. magna

Apos a realizacdo das caracterizagdes dos materiais, 0s NM SiO2
foram testados quanto suas toxicidades para o organismo D. magna. A
sensibilidade dos lotes, expressa em CEspoan, esteve em média 0,90 +
0,16 mg L de K:Cr,07. O Apéndice 1 (A1) apresenta o grafico com as
sensibilidades realizadas durante o periodo de realizagdo do doutorado.
Os limites minimo e maximo ndo foram ultrapassados, garantindo que o
cultivo de D. magna estabelecido no LABTOX estava apto para ser
utilizado nos ensaios toxicologicos.

Os resultados de CEsgasn para 0 NHS, NH1 e NH3 séo
apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 — Resultados de CEsgsh para cada NM SiO; do teste agudo com D.
magna.

CEsoasn (g L)

NHS 2,20+0,48
NH1 7,88 0,70
NH3 0,22 +£0,03

Segundo a diretiva europeia EU-Directive 93/67/EEC e o estudo
de Bondarenko et al. (2013), para organismos aquaticos, pode-se
classificar o NHS, o NH1 e o NH3 como substancias sem classificacdo
toxica, uma vez que a CEso encontrada foi superior a 0,1 g L™ para os trés
materiais investigados. Dessa maneira, quando inseridos em uma
membrana polimérica, espera-se que uma eventual lixiviacdo desses
materiais ndo confira toxicidade aos organismos aquaticos expostos.

Através dos resultados apresentados na Tabela 13, percebe-se que
0 NH1 é o material menos toxico dos 3. Este resultado corrobora com o
de Clément et al. (2013). No estudo, a funcionalizagdo de NP SiO, com a
molécula APTMS foi capaz de promover uma diminuicdo da toxicidade
do material em ensaios com D. magna. Clément et al. (2013) atribuiu este
efeito ao aumento do didmetro do NM quando funcionalizado, uma vez
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gue a NP SiO; possuia 14 nm e a NP SiO; funcionalizada tinha 22 nm.
Na literatura, costuma-se atribuir a toxicidade dos NM principalmente
devido ao seu tamanho e area superficial. Reporta-se que particulas
menores e com maiores areas sdo mais toxicas, no entanto a maior
toxicidade da NH3 em comparacdo com a NHS ndo pode ser atribuida a
iss0, uma vez que a area superficial da NHS foi 444,0 m? g, enquanto
que da NH3 foi 283,1 m? g Efeito semelhante foi encontrado na
funcionalizagdo de NT SiO. com a molécula AEAEAPTMS. Apesar do
aumento do tamanho e diminuicao da &rea superficial, os NT SiO, amino-
funcionalizados apresentaram maior toxicidade que os NT SiO;
(VICENTINI et al., 2017). Assim, acredita-se que, apesar do tamanho e
area serem fatores cruciais, estes ndo devem ser considerados 0s Unicos
pardmetros para avaliagdo da toxicidade de materiais, uma vez que outros
fatores podem contribuir para os efeitos toxicos, como morfologia, tipo
de revestimento, energia superficial, entre outros (LIU et al., 2016;
VICENTINI et al., 2017).

A maior toxicidade do NH3 em relagdo aos outros NM SiO;
também pode estar atribuida & possivel ciclizacgdo da molécula
AEAEAPTMS. A diminuicdo do carater hidrofilico, visualizado na
andlise de angulo de contato da M3, pode resultar em uma maior
interacdo com as células dos organismos, uma vez que particulas mais
hidrofobicas do que as membranas celulares tendem a ser fagocitadas
mais facilmente do que aquelas que sdo mais hidrofilicas (CHEN;
LANGER; EDWARDS, 1997).

6.4.2. Lixiviacdo das Membranas

A avaliacdo de possivel desprendimento de NM SiO, das
membranas foi realizada através de ensaio de lixiviagdo com posterior
teste de toxicidade aguda com D. magna e quantificacdo de Si livre no
lixiviado obtido.

Apos a lixiviacdo das membranas em adgua UP e em meio ISO, D.
magna foram expostas por 48 h ao lixiviado e os resultados foram
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expressos tanto em CEsgash quanto em Fator de Diluicdo (FD), conforme
observado na Tabela 14.

Tabela 14 - Resultados dos testes agudos realizados com os lixiviados das
membranas imersas em dgua UP e em meio I1SO.

Agua UP ISO
CEs0,480 (%) FD CEso,48n (%) FD
MO 72,20 £ 0,03 2 NT 1
MS 71,14 £ 0,01 2 NT 1
M1 71,14 £ 0,01 2 NT 1
M3 73,28 £ 0,03 2 NT 1

Legenda: FD - Fator de Diluicdo; NT - Néo Toxico.

Para a lixiviacdo em agua UP, os resultados ndo diferiram tanto
entre si quanto as CEspssn encontradas para cada membrana. Vale
destacar que a mortalidade dos organismos aconteceu apenas no FD 1,
que corresponde somente a lixiviacdo das membranas em agua UP. Dessa
forma, o efeito toxico encontrado é atribuido & falta de nutrientes no meio
em que as D. magna foram expostas, uma vez que em FD 1 ndo houve
diluicio em meio ISO. O mesmo comportamento foi descrito por
Gongalves (2018) quando realizou a lixiviagdo de membranas em agua
UP. Quando h& presenca do diluente, isto €, a partir do FD 2, ndo ha
mortalidade de D. magna devido a presenca de nutrientes.

Ja a exposicdo ao lixiviado de M0, MS, M1 e M3 em meio ISO
nao apresentou toxicidade para D. magna, sendo que todos 0s organismos
expostos permaneceram vivos apos as 48 horas de ensaio. Esse resultado
demonstra que o potencial téxico dos NM SiO; isolados nédo é propagado
quando estdo inseridos nas membranas poliméricas nas condigdes
estudadas.

Outras composicfes de membranas também ja foram testadas
guanto sua toxicidade. A membrana de Nogueira (2012) era constituida
por PSU e QTS e era reticulada com GA. A membrana foi imersa nos
meios de cultivo de Daphnia similis e Ceriodaphnia dubia por 24 h para
avaliacdo da toxicidade e, ao final do periodo de tempo, foram retiradas e
0s organismos foram expostos aos respectivos meios. Como resultado, as
membranas com e sem reticulagdo ndo foram capazes de introduzir
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toxicidade aguda ou crbnica a0 meio em que estavam imersas
(NOGUEIRA, 2012). Ja Oliveira (2016) realizou a lixiviacdo de
membranas poliméricas contendo NT SiO, com e sem amino-
funcionalizagdo com molécula AEAEAPTMS. A lixiviacdo de
membranas de PSU, membranas de PSU com adigdo de NT SiO; e de
membranas de QTS ndo foram tdxicas para os organismos D. magna
(OLIVEIRA, 2016). J4 a lixiviacdo de membranas de QTS com adicéo de
NT SiO2 amino-funcionalizados obteve baixa toxicidade, sendo que a
toxicidade encontrada foi atribuida & quebra das membranas durante a
lixiviagdo com possivel desprendimento dos NM da matriz polimérica
(OLIVEIRA, 2016). A quebra das membranas durante a lixiviagdo ndo
foi observada no presente estudo, o que pode justificar a ndo toxicidade
das mesmas.

No trabalho de Gongalves (2018), foi observada toxicidade de NB
ZnO amino-funcionalizados quando estavam isolados, porém, quando
estavam inseridos nas membranas poliméricas, estas ndo apresentaram
toxicidade aos organismos D. magna. Apesar disso, as membranas
contendo NB ZnO liberaram ions Zn quando lixiviadas (GONCALVES,
2018), 0 que se torna interessante do ponto de vista que esses ions podem
atuar como inibidores de efeito fouling, apesar deste parametro ndo ter
sido avaliado.

A Tabela 15 apresenta as quantificacBes de silicio nas amostras de
lixiviacdo em agua ultrapura.

Tabela 155 - Quantificacdo de Si nos lixiviados das membranas em agua UP.

Porcentagem em
Membrana Si (ug L) relacdo ao total de Si
inserido (%)

Agua UP <12 -
MO 40 + 03 -
MS 100 + 15 0,008%
M1 246 + 05 0,019%
M3 390 + 08 0,030%

Os resultados da quantificacdo obtidos, ao contrério do que se
esperava, mostraram que as membranas que continham NM SiO; amino-
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funcionalizados, isto ¢, M1 e M3, liberaram mais silicio para o meio que
a membrana com NM SiO, sem amino-funcionalizagdo (MS). Atribui-se
este resultado a presenca de mais materiais nas superficies de M1 e M3
em comparacdo a superficie de MS, conforme observado nas imagens
obtidas por MET (Figura 20). Assim, quando submetidas ao processo de
lixiviagdo, o atrito mecéanico das membranas com as paredes das garrafas
utilizadas nos ensaios pode ter favorecido o desprendimento desses
materiais das superficies.

De acordo com Reed et al. (1994), a quantificacdo de Si pela
técnica ICP-MS possui como interferentes espécies moleculares de C, H,
O e N. Como os polimeros constituintes das membranas possuem esses
elementos, é possivel que os resultados obtidos da quantificacdo tenham
sofrido interferéncia por eles. Isto também pode justificar a presenca de
Si apos a lixiviagdo da membrana MO, sendo que nesta ndo houve a
adicdo de NM SiO,. Destaca-se, também, que as membranas que
continham NM SiO; amino-funcionalizados apresentaram as maiores
quantificacBes de Si. Sabendo que nas moléculas funcionalizantes eram
encontrados C, H e N, estes elementos podem ter interferido nos
resultados.

De qualquer maneira, apesar dos resultados de quantificacdo terem
apontado para a liberacdo de Si, as concentrages encontradas sdo baixas
em comparacdo com a quantidade inserida. A concentracdo utilizada no
preparo de cada membrana foi de 0,25 g L** de NM SiO, sendo, entao,
aproximadamente 0,12 g L de Si por membrana. Considerando que cada
lixiviagdo foi realizada com 11 membranas, a quantidade total de Si nos
frascos de lixiviagdo era de 1,28 g L%, valor muito superior ao encontrado
nas quantificacdes. Portanto, em relagdo ao total presente em cada frasco,
a membrana MS liberou aproximadamente 0,008% de Si; a liberacdo de
M1 foi 0,019% e a de M3 foi 0,030%.

6.4.3. Ensaio crénico com D. magna

Na Tabela 16, sdo apresentados os resultados dos ensaios crénicos
do NHS, NH1 e NH3.
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Tabela 166 — Resultados dos ensaios crénicos com D. magna expostas a

NHS, NH1 e NH3.

Concen

R

tragdo L (neonatos/ c D
. .
(mg L) (%) postura) (mm) (dias)
Controle 100 10,50 £2,16 3,94 40,12 9,60 + 0,47
Negativo
6,25 100 9,70 + 1,10 3,81 +0,19 9,40 + 0,46
12,5 100 9,60 + 0,62 3,79+ 0,24 9,70 + 1,12
25 100 9,13 + 1,09 3,68 £ 0,28 10,67 + 1,12%
NHS 50 100 8,70+ 1,04  349+048* 11,38+ 3,16*
100 60*  6,50+0,71*  270+0,40* 1850 +0,71*
CEO
(mg L) 100 50 50 25
CENO
(mg L) 50 25 25 12,5
Controle 0y 10504216 3.944012 9,60 + 0,47
Negativo
0,78 100 950 1,22 3,81+0,12 9,88+1,32
1,56 100 9,00 + 1,29 3,58 +0,14 9,90 + 1,32
3,12 70 755+134*  340+021* 9,70 + 1,28
NH1 6,25 70~ 756+0,61* 3,10 £0,12* 10,20 + 1,78
125 70~ 6,79 +1,56*  3,00+0,08% 12,75+ 149*
CEO
(mg L) 3,12 3,12 3,12 12,5
CENO
(g LY 1,56 1,56 1,56 6,25
Controle 100 10,50 +2,16 3,94 +0,12 9,60 + 0,47
Negativo
0,78 100 10,50 0,96 3,77 £0,21 9,80 £ 0,79
1,56 100 9,30 + 0,87 3,70+ 0,18 10,20 + 1,65
3,12 100 8,83 +0,97* 3,60 + 0,22 11,44 + 1,88*
NH3 6,25 100 6,57 +0,89* 3,07 +0,72* 12,14+ 1,77*
12,5 60* 0* 2,10 + 0,42% -
CEO
(mg L) 12,5 3,12 6,25 3,12
CENO
(g L) 6,25 1,56 3,12 1,56

Legenda: L - longevidade (sobreviventes); R - reproducéo; C — comprimento;
D - dias para a primeira postura; * diferenca significativa em relacdo ao

controle (p<0,05)
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Diferentemente do ensaio agudo, ambos 0s materiais amino-
funcionalizados apresentaram maior efeito tdxico do que o NHS na
exposicdo cronica. Os maiores efeitos nos pardmetros longevidade,
reproducdo e crescimento foram observados na exposicdo ao NH1, sendo
que uma concentracdo equivalente a 3,12 mg L* ja causava diferenca
significativa em relagdo ao controle. JA& 0 maior efeito no pardmetro
relacionado & quantidade de dias necessarios para a primeira postura foi
referente a exposicdo a NH3, com concentracéo de 3,12 mg L.

Por se tratar de uma exposicdo crénica, acredita-se que 0 aumento
consideravel na toxicidade do NH1 seja referente ao efeito Cavalo de
Troia. Presume-se que a presenga de 1 grupamento amina na estrutura do
NH1 néo seja suficiente para promover este efeito em carater agudo para
D. magna e que a menor toxicidade aguda em comparacdo com NHS seja
realmente devido ao aumento de tamanho e diminuicdo da é&rea
superficial. Contudo, por se tratar de repetidas exposi¢cdes ao longo do
ciclo de vida do organismo e com a realizacdo de alimentacdo, presume-
se que 0 maior tempo de contato da NH1 com D. magna resulte
efetivamente na ocorréncia do cavalo de Trdia e que as algas utilizadas na
alimentacdo estejam sendo contaminadas com NH1, bioamplificando os
efeitos para os microcrustaceos. Enquanto isso, acredita-se que a presenca
de 3 grupos amina na estrutura NH3 j& favorega o aparecimento de efeitos
agudos devido ao Cavalo de Troéia, sendo que 6 comportamento no ensaio
cronico se deu de forma similar ao do NH1. Essas hip6teses, porém,
necessitam de mais investigacdo. Além disso, o efeito Cavalo de Troia
ser4 abordado novamente na discussdo dos resultados sobre toxicidade
em células Vero.

Pelos resultados de nimero de filhotes por postura e de dias
necessarios para a primeira postura, nota-se que a reproducdo foi uma
caracteristica bastante afetada nos organismos. Na literatura nao é
reportado efeitos tdxicos sobre a reproducdo para organismo expostos a
formas amorfas de silica, incluindo D. magna (FRUIJTIER-POLLOTH,
2012; LEE; KIM; CHOI, 2009). Porém, sabe-se que a atividade biologica
e a citotoxicidade podem estar relacionadas com as caracteristicas
superficiais da particula que interagem com o meio (FRUIJTIER-
POLLOTH, 2012). Uma vez que a funcionalizagdo altera as
caracteristicas superficiais do material, o efeito observado na reproducédo
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das D. magna pode ser atribuido, entdo, a presenca da molécula amino-
funcionalizante. Na literatura, reporta-se que a exposi¢do de D. magna a
NP SiO; de 7 nm e 10 nm de didmetro ndo originou efeitos sob a
reproducdo dos organismos (LEE; KIM; CHOI, 2009), porém isso pode
ter ocorrido devido a concentracdo utilizada de apenas 1,0 mg L, inferior
a do presente estudo. Ressalta-se ainda que a concentracéo 12,5 mg L2, o
NH3 foi capaz de inibir a reproducdo dos organismos. Dessa forma,
optou-se por fazer a investigacdo microscopica dos organismos expostos
as concentracoes que causaram efeitos na reproducéo, ou seja, 50 mg L
de NHS e 3,12 mg L* de NH1 e NH3.

6.4.4. Microscopias D. magna

A Figura 27 apresenta as imagens de MEV das D. magna expostas
a NHS, NH1 e NH3 nas CEO para o parametro reproducdo do teste
croénico. Nas imagens do controle (meio M4), percebe-se a presenca de
filamentos nas antenas dos organismos (Fig. 27-A) e filamentos ciliares
nas regides das branquias (Fig. 27-B). Quando as D. magna foram
expostas aos NM SiO,, percebeu-se fusdo nos filamentos das antenas
(Fig. 27-C) e diminuigdo do numero desses filamentos (Fig. 27-E e G).
Também se observou desorganizacdo nos filamentos ciliares (Fig. 27-D,
F e H). Efeitos similares da exposi¢do de D. magna a outros NM sdo
encontrados na literatura (PUERARI et al., 2016). Apesar de ndo ser o
principal local onde ocorrem as trocas gasosas, alteragdes nas regides das
branquias podem comprometer a respiragdo dos organismos (PUERARI
et al.,, 2016; YANG et al., 2014). Ainda, alteracdes nas antenas de D.
magna comprometem sua capacidade natatoria, o que dificulta a sua
alimentagcdo uma vez que sdo organismos filtrantes (EBERT, 2005). Em
estudo comparativo entre NP SiO; (10 a 20 nm de didmetro) e a forma
bulk deste material (5 a 10 um de didmetro), percebeu-se que houve
presenca da forma nanométrica no trato digestivo, caracterizando
ingestdo, e nas branquias, caracterizando absorcdo, enquanto que a forma
bulk foi apenas ingerida pelas D. magna expostas (YANG et al., 2014).
Portanto, a presenca dos efeitos nos filamentos ciliares observados nas
micrografias pode estar ocorrendo devido a absor¢do dos NM SiO..
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Figura 27 - Micrografias de varredura das D. magna expostas a NHS, NH1 e
NH3.
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Com as D. magna no MEV, aproveitou-se para realizar o EDS das
mesmas. Os resultados dessa analise estdo presentes na Tabela 17 e foram
realizados através de pontos nas antenas dos organismos. Nota-se que ndo
foi detectado silicio nas amostras controle, diferentemente do que ocorreu
Nos 0rganismos expostos aos tratamentos. Apesar da exposicdo a NHS ter
sido realizada em concentracdo maior que NH1 e NH3 (50 mg L > 3,12
mg L?), a maior quantidade de Si foi encontrada nas antenas dos
organismos expostos ao NH1, seguido por NH3. Levando em conta que
SiO2 nanométrica pode ser ingerida e absorvida pela D. magna (YANG et
al., 2014), atribui-se a maior presenca de Si na analise EDS de NH1 e
NH3 pelo fato dessas estruturas estarem revestidas com a molécula
amino-funcionalizante e dessa maneira possuirem mais afinidade com os
organismos, 0 que corrobora com a hipotese do efeito Cavalo de Troia na
exposicado cronica.

Tabela 177 - Porcentagem em massa dos elementos encontrados nas antenas
de D. magna obtido pelo EDS.
Carbono (C) Oxigénio (O) Caélcio (Ca) Silicio (Si)
(%) (%) (%) (%)
Controle 66,54 +0,66 | 29,51+0,58 | 3,95+0,18 ND
NHS 63,07 +3,25 | 33,06+2,64 | 3,38+0,43 | 0,49+0,25
NH1 65,70+2,78 | 30,35+2,20 | 2,98+0,33 | 0,97 +0,28
NH3 59,33+305 | 36,33+241 | 347+043 | 0,88+0,26

Legenda: ND - N&o Detectado.

As imagens de MET dos intestinos das D. magna expostas aos NM
SiO; sdo apresentadas na Figura 28. No controle (Fig. 28-A), percebe-se a
presenca de mitocondrias bem formadas e a presenca de microvilosidades
na parede do intestino. Com a exposi¢do aos NM SiO2, os organismos
apresentaram mitocéndrias com inchagcos e perdas de cristais
mitocondriais (crist6lise). Ainda, é possivel visualizar a diminuigdo das
microvilosidades em compara¢do com a imagem do controle.
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Figura 28 - Micrografias de transmissdo das D. magna expostas a NHS, NH1

Legenda: A - Controle; B - Exposi¢cdo a NHS; C - Exposi¢do a NH1; D -
Exposicdo a NH3. Mv - microvilosidade; Mit - mitoc6ndria.

Os danos observados nas microvilosidades podem ter ocorrido pelo
acumulo de NM SiO2 no intestino dos individuos expostos, uma vez que
esses materiais insollveis podem estar agregando, ndo permitindo sua
eliminacdo devido ao aumento de seu didmetro (YANG et al., 2014). As
microvilosidades sdo especializacdes da superficie da membrana celular e
atuam na absorcdo de nutrientes. Dessa maneira, alteracbes nessas ultra-
estruturas levam a uma deficiéncia na quantidade de nutrientes absorvidos
pelo organismo, interferindo no seu metabolismo (YANG; EDELMANN;
ORIS, 2010). Ja os efeitos nas mitocOndrias das células epiteliais do
intestino podem prejudicar alguns processos bioquimicos e metabélicos,
como a producgdo de ATP e NADPH. Sabe-se que essa organela também
esta envolvida com produgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e
nitrogénio (ERN), sendo o principal local de formac&o/acimulo de
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espécies reativas intracelular (KOWALTOWSKI; VERCESI, 1999).
Assim, os resultados do teste crénico podem ser atribuidos aos danos
nessas duas ultra-estruturas, uma vez que é provavel a diminuicdo da
absorcdo de nutrientes, producdo de ERO e danos metabolicos.

Além disso, nas imagens de MET dos organismos expostos a NH1,
foi possivel observar a presenca de vaclolos contendo esse NM no
interior das células da D. magna proximos a mitocondrias com
deformidades (Fig. 29). Esta ocorréncia reforca a hipdtese do efeito
Cavalo de Troia promovido pela amino-funcionalizacdo dos materiais.
Contudo, ndo é possivel afirmar devido ao fato de que néo foi observado
0 mesmo comportamento nos organismos expostos a NH3. Ao
internalizar os NH1 e afetar as mitocondrias, supde-se que esteja
ocorrendo a formagdo de ERO e lipoperoxidacdo. Esses dois processos ja
foram relatados na literatura a partir da exposicdo de diferentes culturas
celulares a nanoestruturas de SiO, amorfa (LIN et al., 2006;
NAPIERSKA et al., 2010; PUERARI et al., 2018).
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Figura 29 - Internalizacéo de NH1 em vactolos em D. magna.
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Uma vez que a reproducdo foi a caracteristica mais afetada nos
ensaios crénicos, investigou-se houve efeito intracelular a partir da
exposi¢do dos NM SiO; nos ovos das D. magna. As imagens de MET séo
apresentadas na Figura 30. Em comparacdo com o controle (Fig. 30-A),
foi possivel observar inchacos e cristélise nas mitocéndrias (Fig. 30-B e
C), bem como inchago nas membranas que revestem o nucleo das células
(Fig. 30-C e D) dos organismos expostos aos materiais amino-
funcionalizados. Gongalves et al. (2018) realizaram ensaio de toxicidade
cronica expondo NB ZnO sem e com amino-funcionalizacdo com a
molécula AEAEAPTMS a D. magna. No estudo, foram coletadas a
primeira e a 122 postura de filhotes de cada concentracdo investigada e
esses neonatos foram expostos somente ao meio de cultura M4 e a
alimentacdo. Como resultado, observou-se que mesmo sem a adigdo de
NM ao longo do ciclo de vida, houve efeito crdnico nos organismos
devido a exposicdo maternal (GONCALVES et al., 2018). Dessa maneira,
supde-se que as deformidades nas células dos ovos das D. magna
observados no presente estudo possam ocasionar efeito toxico as futuras
geracgBes dos organismos, mesmo que estes ndo estejam em contato com
0s NM SiO,. Esse comportamento pode trazer prejuizos as dinamicas
populacionais uma vez que as D. magna sdo importantes organismos nas
cadeias alimentares aquéaticas (GONCALVES et al., 2018).
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Figura 30 - Micrografias de transmissdo dos ovos das D. magna expostas a
NHS, NH1 e NH3.

Legenda A Controle B - Exposu;ao a NHS C Exposi¢do a NH1 D -
Exposicdo a NH3. Mit - mitocondria; Nuc - nicleo.

6.4.5. Viabilidade celular (MTT) em células Vero

Apos a leitura das absorbancias, foi possivel realizar a avaliacdo da
viabilidade celular das células Vero expostas aos NM SiO; e, através do
software Cherburator, determinou-se as CEsp24n do NHS, NH1 e NH3. O
grafico da viabilidade celular em cada concentracdo investigada é
apresentado na Figura 31 e as letras “a”, “b”, “c” e “d” indicam grupos
homogéneos a partir do teste de Tukey, isto é, ndo foi observada
diferenca significativa entre os valores que estdo sob as mesmas letras. Os
resultados das CEso 24n S80 apresentados na Tabela 18.
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Figura 31 - Gréfico das viabilidades celulares das células expostas ao NHS,
NH1 e NH3.
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Tabela 18 - Resultado da CEso24n para exposi¢do de células Vero para cada
NM SiO,.

CEso24n (g L)

NHS 1,477 +0,12
NH1 0,254 + 0,07
NH3 0,117 + 0,05

Diferentemente do teste de toxicidade aguda com D. magna,
ambos 0os NM SiO; funcionalizados apresentaram maior toxicidade que o
NHS quando células Vero foram expostas a esses materiais, conforme
pode ser observado na Tabela 16. A ordem de citotoxicidade encontrada
foi, da mais téxica para a menos, NH3 > NH1 >> NHS. Vicentini et al.
(2017) também encontraram maior toxicidade de NM SiO2 (NT e NH)
funcionalizados com molécula AEAEAPTMS em comparacdo com 0s
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materiais sem a ancoragem, quando estes foram expostos a células Vero.
Em ensaio de citotoxicidade utilizando a linha celular RTG-2 (linhagem
celular de gbnada de truta-arco-iris), a exposi¢do por 24 h a NP SiO;
amorfa também resultou em baixa citotoxicidade, sendo que néo foi
encontrada diferenga significativa da viabilidade celular em relacdo ao
controle negativo quando a NP SiO, estava na maior concentracdo
avaliada (1,0 g L) (CASADO; MACKEN; BYRNE, 2013). Este
resultado e o do presente estudo evidenciam a baixa citotoxicidade das
nanoestruturas de SiO, amorfas.

Estatisticamente (p < 0,05), a exposicdo de NHS, NH1 e NH3 na
concentragdo 0,04 g L ndo difere quanto a viabilidade celular (legenda
“a” na Figura 31). Na concentracdo de 0,20 g L, a viabilidade celular
das células expostas a0 NHS ndo apresenta diferenca estatistica (p < 0,05)
guando comparada com as células expostas a concentracdo 5 vezes menor
(legenda “b” na Figura 31), evidenciando uma baixa toxicidade do NHS.
O efeito toxico da NH3 fica mais evidenciado quando, ja na concentracao
de 1,00 g L%, a exposicdo ndo difere estatisticamente a viabilidade celular
guando comparada com uma concentracdo 5 vezes maior (legenda “c” na
Figura 31). Na concentracédo 5,00 g L™, todos os materiais resultaram em
viabilidade celular parecida, ou seja, sem diferenca estatistica (legenda
“d” na Figura 31).

Os NM SiO; também podem estar sendo adsorvidos pela superficie
das células através de interacdes fisicas e quimicas, afetando a estrutura e
a integridade da membrana celular. As interagdes da silica amorfa com as
membranas externa e interna das células sdo relacionadas com a sua
citotoxicidade, uma vez que podem induzir liberacdo de substancias
endossémicas, ERO, citosinas e quimosinas, assim induzindo respostas
inflamatdrias (FRUIJTIER-POLLOTH, 2012).

Em geral, quanto menor a particula, maior o efeito tdxico devido a
facilidade de penetracdo celular. Contudo, esse comportamento ndo foi
observado nesta pesquisa, uma vez que NH1 e NH3 sdo maiores que
NHS. Dessa maneira, supde-se que a amino-funcionalizagdo promoveu
um efeito cavalo de Trdia sob as células. Este efeito significa que as
células reconhecem algumas moléculas como nutrientes, até mesmo se
elas estiverem somente revestindo a superficie de um material, e a entrada
no citosol se torna facilitada. Sabe-se que a presenca de certos grupos
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funcionais hidrofilicos, como o0 COOH, NH; e SH, é um requisito para
permitir a conjugacdo com moléculas bioldgicas (XIONG et al., 2009).
Assim, a presenca dos grupos amina na superficie do NH1 e do NH3
pode estar mascarando os materiais, facilitando suas internalizagdes nas
células.

Outro fator que contribui para a toxicidade é o pH. Sob condic6es
alcalinas, SiO» libera silica dissolvida e isso ndo ocorre em ambientes
acidos (FRUNTIER-POLLOTH, 2016). Além disso, a dissolugdo de SiO;
¢ aumentada em pH mais altos, como observado em estudo envolvendo
silica no intestino de ratos (VAN DER ZANDE et al., 2014). Com relagdo
aos materiais investigados no presente estudo, o maior pH observado foi
do NH3 (Tabela 8) e este foi o NM SiO, que apresentou a maior
citotoxicidade.

6.4.6. Lipoperoxidacdo (LPO) e Espécies Reativas de Oxigénio
(ERO)

Os resultados do ensaio de LPO séo apresentados na Figura 32.
Ap6s 24 h de incubacdo, as células expostas somente ao meio RPMI
produziram espontaneamente 30,72 + 0,45 nM MDA mg proteina™. Este
valor foi estabelecido como o valor controle para as células Vero. Com a
exposicdo ao NHS, houve um aumento no valor de MDA de
aproximadamente 23% para CEso2an/2 € 40% para CEsosan. Os materiais
amino-funcionalizados apresentaram aumentos similares nos niveis de
MDA: NH1 promoveu aumento de 21% para CEso2an/2 € 32% para
CEsg,2an; NH3 para CEso,24n/2 € para CEso,24n promoveu aumento de 25% e
34%, respectivamente. Todos estes aumentam representam diferenga
significativa em relacéo ao controle (p <0.05).
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Figura 32 - Gréafico da LPO em células Vero através da quantificacdo do
MDA.
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Os resultados de producdo de ERO, conforme apresentados na
Figura 33, foram 160 =+ 24% para NHS, 165 £25% para NH1 e 147 + 15%
para NH3. Ainda, observa-se que ndo houve diferenga significativa (p <
0,05) entre a geragdo de ERO ap6s as exposi¢es a NHS, NH1 e NH3,
mesmo com esses materiais sendo testados em concentragfes diferentes.
O controle positivo realizado com H»O, uma substancia conhecida por
induzir a geracdo de ERO, gerou 198+ 17% e apresentou diferenca
significativa em relacdo ao controle negativo e a todos os NM SiO;
(p<0.05).
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Figura 33 - Grafico da producdo de ERO em células Vero quando expostas a
NHS, NH1, NH3 e a H,0,.
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LPO e geracdo de ERO ja foram observadas em células humanas
A549 para a exposicdo a NP SiO (LIN et al., 2006). Apds a entrada dos
NM SiO,, houve um aumento na producdo de ERO e isso pode levar a
uma reacdo em cadeia na célula. Sabe-se que as ERO podem afetar as
mitocondrias (SUN et al., 2011) e induzir apoptose (INOUE et al., 2018).
Os resultados do ensaio de LPO também podem ser atribuidos ao
aumento na producdo de ERO. Ainda, uma superproducdo de MDA ¢é
associada com a inibicdo da sintese de proteinas e a formacdo de adutos
de DNA, originando efeitos genotdxicos, mutagénicos e carcinogénicos
(HALLIWELL, 2007; MELEGARI et al., 2012).

Os resultados de producdo de ERO e de LPO fornecem evidéncias
do efeito Cavalo de Trdia. Nos dois ensaios, as concentracdes utilizadas
eram as respectivas CEso24n de cada NM SiO; obtidas no ensaio MTT.
Né&o foi observada diferenca significativa na produgdo de ERO mesmo
com cada um dos NM SiO; estando em concentrag6es diferentes entre si.
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Efeito similar foi observado no ensaio LPO. Assim, supde-se que 0
mesmo efeito gerado pela exposicdo a NHS tenha ocorrido em
concentracdes menores de NH1 e NH3 devido a facilidade de penetracdo
celular promovida pela funcionalizacdo desses materiais.

6.4.7. Microscopia das células Vero

Com as CEspa4n Obtidas no teste MTT com as células Vero,
realizou-se as imagens em MET das células intoxicadas em cada
concentracdo. Na Figura 34, as micrografias de MET das células controle
(Fig. 34-A a F) e das células expostas a NHS (Fig. 34-G a L), a NH1 (Fig.
34-M a R) e a NH3 (Fig. 34-S a W) sdo apresentadas.

Em comparacdo com o controle (Fig. 34-A), é possivel observar
que houve internalizacdo de NHS (Fig. 34-G), NH1 (Fig. 34-M) e NH3
(Fig. 34-S). As internalizages vistas nas micrografias ja foram reportadas
na literatura por pesquisadores que avaliaram a exposicdo de células
embrionérias de ratos a NP SiO; (Park et al., 2009).
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Figura 34 - Micrografias das células Vero apés exposicdo a NHS, NH1 e
NH3.

Fonte: Adaptado de PUERARI et al. (2018).
Legenda: A a F - Controle; G a L - Exposicdo a NHS; M a R - Exposicgdo a
NH1; S a W - Exposi¢cdo a NH3. Nuc - ndcleo; Mit - mitocondria; Ret -
reticulo; Ves - vesicula; Pino - pinocitose.

O ndcleo da célula controle é normal e bem definido, conforme
Fig. 34-B, enquanto que, ap6s os tratamentos, descontinuidade (Fig. 34-H
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e N) e inchacos (Fig. 34-N, T e I) podem ser observados na membrana
nuclear, efeito similar ao encontrado nas imagens de MET dos ovos de D.
magna. Os danos nessa regido provavelmente foram causados pela
presenca de vesiculas contendo NHS (Fig. 34-1), NH1 (Fig. 34-N) e NH3
(Fig. 34-U) proximas ao nucleo da célula.

A invaginacdo da membrana celular observada nas Fig. 34-J, Pe V
¢ caracteristica de processo de pinocitose, sendo o provavel modo de
entrada dos NM SiO; no citosol.

Nas Fig. 34-K, Q e X pode-se visualizar alteracdes no reticulo
endoplasmatico rugoso, em contraste com a Fig. 34-E (controle) em que
ndo ha deformacdo nessa organela. Uma vez que é responsavel pela
sintese de proteinas, o inchaco observado no reticulo endoplasmatico
rugoso pode estar associado com a acumulacdo de proteinas em seu
interior, ndo sendo transportadas para o complexo de Golgi. Este efeito é
conhecido por estresse no reticulo endoplasmatico (ER stress) ou resposta
a proteinas mal enoveladas (Unfolded Protein Response — UPR). A UPR
pode levar & recuperacdo ou desencadear uma reagdo em cascata,
resultando em apoptose (CHRISTEN; FENT 2012) e esta envolvida na
maioria dos tipos de cancer, incluindo cancer de pulméo, figado, prostata
e mama (SIMARD et al., 2016). Esse mecanismo de citotoxicidade
também foi observado em outros estudos de exposicéo celular a NP SiO»
(CHRISTEN; FENT, 2012).

Ainda, as Fig. 34-C e F mostram que ha mitocondrias bem
definidas nas células controle. Ja nas Fig. 34-L, R e W, as mitocdndrias
expostas aos NM SiO, apresentaram inchaco, perda de cristas
mitocondriais (cristélise) e rupturas. O ensaio MTT avalia o dano
mitocondrial e os resultados das imagens corroboram com o do ensaio.
Como observado nas micrografias, essa organela foi severamente afetada
pela exposicdo aos NM SiO,. Por estar envolvida em processos como o
suprimento de energia, diferenciagdo celular e apoptose (SUN et al.,
2011), defeitos nas mitocondrias sdo um dos fatores envolvidos na
citotoxicidade. Os danos observados na membrana nuclear e nas outras
organelas também podem ser atribuidos ao aumento na geracdo de ERO
no interior das células.

Assim, ap6s entrar nas células Vero através de processo de
pinocitose, as vias de toxicidade de NHS, NH1 e NH3 sdo estresse
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oxidativo e lipoperoxidacdo, afetando principalmente mitocondrias e
reticulos endoplasmaticos rugosos.
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7. CONCLUSOES

A presente tese de doutorado avaliou a toxicidade de NM SiO» sem
e com amino-funcionalizagdo com as moléculas APTMS e
AEAEAPTMS, sendo que estes NM SiO, foram adicionados em distintas
composi¢des de membranas nanoestruturadas em camadas suporte (PSU)
e filmes finos (PDA/PEI). A eficiéncia, as propriedades e a toxicidade das
membranas foram determinadas. A partir dos resultados do trabalho,
conclui-se que:

. Todos 0os NM SiO, avaliados apresentaram diametros
médios abaixo de 100 nm, superficie porosa, com fios de SiO; que
conectam as particulas, sendo que a amino-funcionalizacdo de
NH1 e NH3 foi confirmada através das imagens (MET) com
aumento de didmetro, elevacdo da estabilidade e didametro efetivo
(PZ, DE) e aparecimento dos grupos funcionais de amina (FTIR);

o A dispersdo dos NM SiO; em diferentes meios de cultura
promoveu uma maior aglomeracdo dos mesmos em relacdo a
dispersdo em agua UP, bem como promoveu aumento em seus DE;

. As membranas poliméricas preparadas apresentaram
propriedades de membranas de NF, sendo que foi possivel
confirmar a formagdo de filme fino de PDA/PEI sobre camada
suporte de PSU (MEV-FEG/EDS), bem como a reticulagdo com
GA pelo aparecimento do ombro referente ao grupo imina (FTIR-
ATR);

) A insercdo de NM SiO2 nas membranas poliméricas foi
confirmada e promoveu aumento de rugosidade (AFM) e
hidrofilicidade (dngulo de contato) em relagdo a membrana sem
NM SiOy;

) Entre as 4 composi¢es de membranas avaliadas, a M1
foi a mais hidrofilica, com maior fluxo de agua UP, maior fluxo de
permeado e maiores rejei¢es para MgCl,, NaCl e ZnSO.. Ainda, a
adicdo de NH1 em M1 foi responsavel pela maior rejeicdo de
AgNO3; entre as membranas que continham NM SiOa. A insercdo
de NM SiO; resultou em ordem, da mais eficiente (rejei¢do e fluxo
de permeado) para a menos, M1 > M3 > MS;
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) Os ensaios de toxicidade aguda com D. magna
resultaram em ordem de toxicidade, de mais téxica para menos,
NH3 > NHS > NH1, porém todos os materiais sdo descritos como
sem classificacdo tdxica devido aos altos valores de CEspasn
encontrados;

. Nos ensaios de toxicidade cronica, foi observado que a
NHS foi a substancia menos tdxica entre as 3 e que a reproducédo
das D. magna foi uma das caracteristicas mais afetadas pela
exposicdo aos NM SiOy;

o Nas imagens (MEV-EDS) foi constatada alteracbes nas
antenas e nas branquias dos individuos expostos aos NM SiO e foi
destacada maior concentracdo de silicio nos organismos expostos a
NH1 e NH3, corroborando com hipétese de efeito Cavalo de Trdia;

. Nas imagens (MET) dos intestinos das D. magna
expostas foram encontradas alteragdes ultra-estruturais em
mitocondrias e microvilosidades capazes de comprometer o
metabolismo dos organismos. Também foi observada a presenca
de NH1 em vacuolos intracelulares;

° Foi visualizado (MET) que houve deformagGes ultra-
estruturais em mitocdndrias e nas membranas dos nucleos celulares
dos ovos de D. magna expostos aos NM SiOg;

o Nos ensaios com células Vero, a ordem de citotoxicidade
dos materiais foi, do mais tdxico para o menos, NH3 > NH1 >>
NHS;

o A exposicdo a NH3, NH1 e NHS promoveu
lipoperoxidacdo via geracdo de espécies reativas de oxigénio.
Mesmo em concentragfes diferentes entre si, ndo houve diferenca
significativa nos niveis de MDA e de ERO gerados pelos NM
SiO2, 0 que corrobora com a hipétese do efeito Cavalo de Tréia;

. Nas imagens (MET) das células expostas aos NM SiO»,
observou-se internalizagdo dos 3 materiais, bem como alteracdes
nas membranas nucleares, mitocondrias e  reticulos
endoplasmaticos rugosos;
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° A toxicidade aguda relatada de NHS, NH1 e NH3 néo
foi transferida para as membranas MS, M1 e M3 conforme ensaio
de toxicidade do lixiviado dessas membranas;

. Apos a lixiviacdo, houve pequena liberacdo de Si pelas
membranas.

Relacionando os resultados obtidos com as hipoteses levantadas,
tem-se que:

1 — Houve diferenca de toxicidade promovida pela amino-
funcionalizagdo dos NM SiO;, sendo que ancoragem das moléculas
funcionalizantes aumentou o efeito toxico dos NM SiOy;

2 — A insercdo de NM SiO, sem e com amino-funcionalizagédo
melhorou as propriedades da membrana de nanofiltragdo, incluindo
hidrofilicidade, fluxo de 4gua UP e rejeicdo de metais, com exce¢do ao
AgNO3, em relagdo a membrana MO.

3 — A presenca de NM SiO; ndo conferiu toxicidade as membranas
de nanofiltracdo, apesar da pouca liberacdo de Si.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos neste trabalho foi concluido que
entre as composi¢fes de membranas preparadas, a M1 apresentou o
melhor desempenho para os parametros testados (hidrofilicidade, fluxo de
permeacdo e rejeicdo). As membranas preparadas nesta tese tinham como
objetivo a remocao de ions metalicos de solugdes salinas e a realizacdo de
mais estudos pode possibilitar a utilizagdo dessas membranas de NF
como pos-tratamento na etapa de refinamento de agua e de efluentes.
Assim, a composicdo de membrana M1 € uma candidata para avancar
com os estudos, entre eles os relacionados ao fouling, e para posteriores
testes em maiores escalas.

Quanto aos NM adicionados nas membranas, percebeu-se que,
apesar da silica amorfa possuir baixo potencial téxico, a amino-
funcionalizagdo foi capaz promover efeitos significativos devido a
facilitacdo da internalizacdo dos materiais pelos organismos e células.
Este comportamento merece maior atencdo, pois cada vez mais as
superficies de NM sdo modificadas com o intuito de conferir diferentes
propriedades a eles sem que possiveis interacdes biolGgicas sejam
avaliadas. Apesar disso, estes materiais ndo promoveram efeitos
toxicoldgicos nas membranas poliméricas nas condicfes estudadas, o que
garante 0 uso seguro dessas membranas na NF. Sendo assim, considera-se
gue as membranas apresentaram melhorias com a adi¢cdo de NM SiO; em
suas composicOes e que sdo passiveis de serem utilizadas sem que haja
prejuizos ambientais.
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9. RECOMENDACOES

Com base nos resultados apresentados, recomenda-se para
trabalhos futuros:

. Funcionalizagcdo de NM SiO, com diferentes moléculas
funcionalizantes para investigacdo dos potenciais toxicos;
) Realizacdo de ensaios anti-fouling das membranas com o

objetivo de verificar se a adicdo de NM SiO promove melhorias
nessa propriedade e permite aumento da vida Gtil da membrana;

o Aplicagdo de diferentes concentragdes de NHS, NH1 e
NH3 nas membranas poliméricas a fim de determinar a
concentracdo ideal de adi¢do de NM SiOy;

) Realizagao de teste cronico com D. magna dos lixiviados
das membranas.

° Realizacdo de ensaios de bioamplificacdo a partir da
intoxicagdo das algas Scenedesmus subspicatus e alimentacdo de
D. magna.

o Realizacdo de ensaios cronicos multigeracionais com D.
magna expostas a NHS, NH1 e NH3 a fim de verificar se os efeitos
toxicos sdo repassados para as futuras geracdes;

o Investigacdo das vias de acgéo toxica em D. magna (LPO,
ERO, entre outros);
o Exposicdo de células pulmonares a NM SiO; e a silica

cristalina a fim de comparacdo de efeitos sobre células
reconhecidamente afetadas pela forma cristalina.
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Al — Historico da sensibilidade dos lotes de D. magna no LABTOX
no periodo que compreende a realizacdo do doutorado (2015-2019)

Cada ponto no grafico (Figura Al) representa um teste de
sensibilidade a dicromato de potassio realizado para validar os testes
agudos e crénicos com o organismo D. magna. As linhas superiores e
inferiores indicam os limites maximo (1,7 mg L) e minimo (0,6 mg L)
de CEsgoan, respectivamente, para que o cultivo esteja apto para ser
utilizado nos ensaios toxicoldgicos.

Figura Al - Grafico dos resultados de sensibilidade a dicromato de potassio
ao longo do periodo de realizagdo do doutorado.
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A2 — Curva de calibracao para a quantificacdo de proteinas, método
Bradford (1976)

A curva de calibracdo da dosagem de proteinas foi construida
baseada em 6 pontos que correspondem a diferentes concentracbes do
padrdo albumina bovina (BSA). A leitura se deu por espectrometria de
ultravioleta (UV) com comprimento de onde de 595 nm. As
concentracdes e as absorbancias sdo apresentadas na Tabela A2. Com os
resultados, plotou-se a curva de calibracdo de proteinas (Figura A2). A
reta obteve R = 0,9946 e a equagdo da melhor reta foi utilizada para a
determinacdo da concentragdo de proteinas nas amostras empregadas no
ensaio de LPO.

Tabela A2 - Absorbancias para cada concentracdo de BSA utilizada na
construcdo da curva de calibracéo.

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

100,0 1,17




Figura A235 - Curva de calibracdo da proteina.
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Para a correcdo da diluicdo da dosagem de proteinas nas amostras,

foi utilizada a seguinte equagéo:

Quantidade de proteinas x 0,23 x 0,50
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A3 — Curva de calibracdo do malondialdeido (MDA)

Para a construcdo da curva de calibracdo do malondialdeido foram
escolhidas 4 concentracdes do padrdo de MDA e foi analisado através de
HPLC. As areas dos picos resultantes sdo apresentadas na Tabela A3.
Com estes resultados, foi possivel plotar a curva de calibracdo do MDA
(Figura A3), sendo que R2 = 0,9956 e a equacdo da melhor reta foi
empregada para as areas de pico das amostras utilizadas no ensaio de
LPO.

Tabela A3 — Area do pico para cada concentragdo de MDA utilizada na
construcdo da curva de calibracéo.

MDA (nM) Area do Pico (uV S)
3,75 27,70
7,50 47,49
15,00 101,39
30,00 180,31

Figura A336 - Curva de calibracdo do MDA.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

e — Chromium 1 excide (Cryfl;) manopantides (MP<) are used in pigments for ceramics, dyes, paints and
Siecehved 13 November 2015 msmetics However, few stdies addresing the tode potential of fhese MPs have been reported in the
Recived In maksed frm literature Thus, this ressarch zimed to evaluate the aoute and chronic efferts of Cra0; NPs through acote
“"“:]rn;qmns txicity tesis with Daphmnia magna and Aliivibris fischer and chranic tocity tests with Deplmis maga.

M;m:mwmhﬂ!mmMMmddmmﬂEMmdm
(MRD), ==ta potential (ZF') and surfsce area analysis. In the aoute Exicty
with . mwm&:!mgl ! amd for A. fischen the ECaisme waluz was :Ii.lllmgl' and the

o fabde caline 15 Febroary 2016

Chromim (W} cxide nanopardcle Efzamm value was 1291 mg L. Regarding the chromic toxicity tests with [ magna, efisds an lang-

“‘"‘m evity (OEC=1.00mg L quindu:hmftﬂ—mnmgl ) and growth (0EC=1050 mg L) were ab

Frcburipiind served €n the SEM and TEM imsges, ultrastruciurl alteratians in the arganelies of expased ar ganisms

Ao facherd were abo ahserved Thus, tmd mlogic] studies with NP are of great imparne in ander i reduce the
risk af emvimnmenta] oo taminatian

& 2116 Eevier Inc. Al rights reserved.

1. Intreduction appearing when the pH of the medium i between 4.0 and 8.0

Manoparticles (MPs) are one of the products of nanoechno ogy
(NT). This area of science deals with the development and appli-
cation of materisls in nanoscale and research on controlling
changes in some of their properties, 55 surfice and charge mod-
ifications (150, 2005; Moore, 2006). The intrindie dua racteristics of
NP5, such a5 small size, high suriae area and 2 capacity for ag-
glomerstion or dispersion, can facilitate their trand ocation be-
Tween Compar ithe importance
of researching the bioavailsbility, degradsbility, resctivity and
oo city of fanomaterials (Paschoaling et al, 20000

The element chromium exists in the acidation states 0, 2, 3,
4 and 6. However, ondy trivalent cduromium | C{II)) and heocavalent
chromiim ((VI)) are stable and present in the emvironment
(Matos et al, 3008). C{WT) is cardnogenic and is more tocic ithan
Cr(00) (Newman and Unger, 2003; Holmes et al, 2008, Xie o al.,
2008, Proctor et al, 2001 ) Cr{llT) i3 the most stabde oxidation state,
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-l avfetvpos: willl g, mania ot B (WG Masac).
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{Barros and Sewrs-Aguisr, 2000) Crll) i also the form fund in
greatest sbundance innature and is an essential micronutrient e
hisman beings snce it sids the ghicose transpont mechanim
boosting the action of insulin (Silva et a1, 2008)
Cr{ll) oxide nanoparticles (Cra0n NPS) are employed in the
of pigments for use in the textile industry, in leather
Lanving, in the I e ramics, p g materials with
refractive characteristics (ATSDR, 2017), and in oosmetics (Carrion
etal, 202)

Touicity studies published in the literatire showed that Cra0n
NPs can cawse a reduction in the mitotic index of Allivn cepa cells,
and chromasomal sberations have also been identified (Kumar
etal, 2015) The exposune of whest seeds (Triticon aecthum L) o
20150 g mL- T of Cr,0, NPs inhibited their germination and
groawth (Vaj payes et al, 200111 In rels ton to human cells, the effect
of Cra; NPs has been studied in lung cells | AS49 human lung
carcinoma) and keratinocytes cells (HaCaT himan keratinocyte)
and it was observed that there was an increase in resctive oxygen
species (ROS) with consequent DNA damsge With the increase in
ROS, the mitochondrisl membrane potential decreases cauwsng
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1. Inirodhuction foners, consruction materisls, v amishes, painis, food, amang others) i

due i the different physical-chem il properties, kw cost, exe of fym-

Silicais th o terizks with formulsofsil-  thesis and large-scale production [ Masjedi-Aran et al, 2016)

ienn dicsdde. Sil, 1t 5 eonsidered chemically i nert, opti cally transpar-
e, resistant 1o micrbial attack, mechanically strang and the rmally
[Meinier et al_ 2010; Perulling e tal, 2014) 1t is found inseveral living
arganismsinchuding distoms, bacteria and plants, 25 well a5 animais be-
langing B higher traphic levels[ Perulliniet 4, 2014)_5i0; ean be amar-
phous or aystalline, porows ar nan-parous | de nse) and anhydmous ar
hydroscylated, regardless of its nature [natural or synthetic). Most of
the mnilsenired 5ilicss wied in indusrisl spplications are smarphous
[Mapersk et sl 2010)

S0, nanamaterisls [ S0, MM ) can be pr iin different mor-

The madification af the Si0NM surfsce has beenwidely used, &
ther by functionalization via anchorage of organic molecules mn-
taining specific functional groups (Ko et al_ 20134 2013b). NP
depogition, for example, Ti0: of Ag on the Si0; surfsce [Pan et al,
2014; Pinho et sl 2015, Wilhelm and Stephan, 2006, Xu e al_
2015), or the use of 50, a5 a coating in core-shell NPs (Chatterjee
et sl 2014; Leeet sl 2012; Yuanet sl 2013; Zhang et 2l 2013).
Such surfsee modifications in NMs amplify of i mpart new properties.
o the nanooom posite, for example, an incresse in the thermal and

phologies, such a3 nanoparticles (NPs |, nanotubes [NTs ) nanorods
and @atings for core-shell NP The synthesis can be performed ei-
therby a we t process [colloidalsol gel or precipitsted 5i0y ) or by py-
rolytic synthesis [fumed colloidsl Si0y) [Frujjtier-Pallath, 2012;
Maser et al, 2015; Napierska et al. 2010). Thea pplication of synthet-
ie amarphos slica in different industries (cosmetics, drugs, printer
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philic stability or biocidal properties. Also, they can promote
chemical affinity with the substrates of interest. The surface-modi-
fed NMs can be applied in the form of particulste solids (Lee et al,
2012; Yuan et 2l 301 3) orinarporated into polym enic membranes
(Jin etal, 2M2: Yin and Deng, 2010). Studies by Ko et al (2013a,
20M3b) 1 SiI0-NM in the form ol solid parte
nlates The SiDNT denibile Layer wis fundionalized with the immobili-
zation of different aminosiline molecules [primary, secondary,
Nertiary, a—mm—mmmmmummmrnmmm
ﬂmmﬂmhﬂhwmcﬂ “sequestation. The resulis
that for T+ dede Bed Moard-
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chanalization of 5ih NS enhanced ithe

tboward Viero cells.

» Amine-fun, eytobmeicity
« Sifly NS entered the Viero cells and promated RIS production and lipid peraxidation.
# Evidence of Trojan harse effect was otserved after Si0; MS ami ne-functiona tatian.
» Mitochandria and endoplzmic rough damages were observed after expasure to S0z NS

AERETICLE INFO

ABSTRACT

Jarskcie iz ane Amarphous sifica (Si0,) nanastructures ane described in the literature = having kow toxicity and are
Recsived § August 208 widely used in many industrisl products However surfae modifiations suich as amine.
gmhm::m fundtionalization, @n result in increassd cytotmecity. In this swdy, amorphous Si0h nanostructures

iyl e {57013 M) were synthesized and amine funchionalized with fwn different amine malecules: primany (Sic:

M1 ) and tri-amine (%3l M3 ) The materials wene characierized by transmis sion & ectron microscopy
(TEM], zeta poeential (FF), effective dizmeter (ED) and surfae ez mezsurements, ¥eray diffraction

Harfling. Edinr. Willie Pefjneniung (KR} and memﬂmnmﬁmudsmq:yiﬂmncmq of the three Si; NS samples
foward Ver cells was evah hyl (MTT) asszy, the Ky 1
epraats m1.4?11112;1:'hmans.minnfgr'hmznsm and 0,117 £0.05 g 1" far $i0; NS
Amarphos silica The arder of cyintmdcity was it NS83 > Sih NS81 » S0z NS, Thene was an incresse in malandial.
Aine fonssnalTsen dehyde (MDA levels and RS productions in the olls expased i all hree materials Aba, TEM images
Rasmxicgy showed damage an the mitochandria and rough endoplasmic retio um.
m_'fﬂ-‘ & 2018 Esavier L. All rights reserved.
1 Itrodiction expotisre may abio be related to kdney disease (Vuppitur et al,

2012) After inhalation, silica nanestructures (SiDz NS) can be

Silicon dioxide is 2 compound found in sbundance in natre in
erystalline form, constituting 30—95% of sand When inhaled a5 2
powder, silica becomes an occupational hazand, espedally in cises
of prolonged exposure (Vipputed ef al, 2012) In add tion to lung
problems, such & silicasis (Filbe and Sanis, 2006), eoaspational
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transported in blood to the kidneys causing toxic elfects in these
organs (Passygne et al, 2012}

Due their physicochemical properties low cost, ease of syn-
thesis and nanesicale control, amorphous Si0; N5 can be synihe-
sived with different formats including nanopartides (NPL
nanotubes (NT) and nanorosds (NRL SiD, NS are widely wed in
indistrial produwds, swch a5 building materisly, polymers, paintg
ocosmetics, pharmace uticals, perfismes and food (Maser et al 2015
Mapiershka et al, 20000 In the food industry, S0 pa riicl es are added
to maodify properties such as tiste and colot and to enhance



