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EFEITO DO OXIDO DE GRAFENO NO CRESCIMENTO DA MICROALGA Pseudokirchneriella
subcapitata SOB INFLUENCIA DE SUBSTANCIAS HUMICAS
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RESUMO - O grafeno € um nanomaterial promissor na remocéao de pesticidas de aguas, transporte
de farmacos em medicamentos e transporte de agroquimicos em formulagées. A qualidade do lodo
agricola usado como biofertilizante pode ser comprometida ja que é esperado que materiais a base
de grafeno estejam presentes nas estacbes de tratamento de efluentes em quantidades
consideraveis A microalga Pseudokirchneriella subcapitata é uma cloroficea bioindicadora que tem
sido amplamente utilizada em estudos de ecotoxicidade de poluentes e recomendada no registro
de agentes quimicos e biopesticidas. No presente trabalho avaliou-se o efeito do 6xido de grafeno
(OG) na taxa de crescimento de culturas desse organismo-teste, sob diferentes concentracdes do
nanomaterial e de influéncia do acido hamico (AH) neste efeito. Pois a Ultima substancia pode
afetar a biodisponibilidade do nanomaterial. Como resultado, observou-se que a concentracdo que
inibe o crescimento algaceo em 50% durante um periodo de 72 h de exposicdo (CE50-72h) foi de
66,60 e 242,78 mg L™, respectivamente, na auséncia e na presenca de AH. Ndo tendo se
constatado diferenca significativa (p>0,05) entre estes valores, o primeiro categoriza o OG como
“‘levemente toxico” para P. subcapitata. Os valores de concentragdo de efeito ndo observado
(CENO) foram respectivamente de 4,93 e 0,26 mg L™ para a alga exposta na auséncia ou na
presenca do material himico. Estas concentragfes, juntamente com outros valores de parametros
de ecotoxicidade determinados em outros bioindicadores da cadeia trdfica aquatica, sdo de

utilidade para orientar politicas publicas quanto ao estabelecimento de niveis de seguranca do OG.
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ABSTRACT- Graphene is a promising nanomaterial in the removal of pesticides from water,
transport of drugs in medicines and transport of agrochemicals in formulations. The quality of the
agricultural sludge used as a biofertilizer can be compromised since graphene-based materials are
expected to be present in wastewater treatment plants in considerable quantities. The microalgae
Pseudokirchneriella subcapitata is a bioindicator chloroficea that has been widely used in ecotoxicity
studies of pollutants and it was recommended in the registration of chemical agents and
biopesticides. In the present work it was evaluated the effect of graphene oxide (OG) on the growth
rate of this test-organism under different concentrations of the nanomaterial and under the influence
of humic acid (HA). This last substance may affect the bioavailability of the nanomaterial. As a
result, the concentration that inhibits the growth rate by 50% over a 72 h exposure period (EC50-72
h) was found to be 66.60 and 242.78 mg L™, respectively, in the absence and in the presence of
AH. No significant difference (p>0.05) was found between both values and the former categorizes
OG as "slightly toxic" for P. subcapitata. The non-observed effect concentration (CENO) values
were respectively 4.93 and 0.26 mg L-1 for algae exposed in the absence or in the presence of the
humic material. These concentrations, together with other values of ecotoxicity parameters
determined in other bioindicators of the aquatic trophic chain, are useful for guiding public policies
regarding the establishment of safety levels of OG.
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1 INTRODUCAO

O uso do grafeno, o qual é considerado um nanomaterial, vem atraindo bastante interesse
devido a condutividade térmica e elétrica, por sua alta tensdo de ruptura, também tem otima
propriedade mecénica, grande area especifica e por ter uma nanocamada plana de atomos de
carbono organizados em uma rede bidimensional (NGUYEN et al. 2009; RAFIEE et al., 2010).
Devido a essas caracteristicas, distintas areas apontam o grafeno como um nanomaterial
promissor em varias aplicacdes como o transporte de farmacos e retirada de poluentes da agua e
ar (metais, organicos e microrganismos). MALIYEKKAL et al. (2013) propuseram sobre seu uso
promissor na remocao de inseticidas, tais como clorpirifés, endosulfan e malation, de &guas

contaminadas por esses insumos agricolas. Também é empregado em diversos ambitos,
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especialmente o da eletrbnica, na producdo de eletrodos de baterias, painéis tateis e outros
aparelhos.

O negdcio de produtos a base de grafeno e seus derivados (como o 6xido de grafeno)
deve chegar perto de 675 milhdes de ddlares em meados de 2020. Portanto espera-se a presenca
destes compostos nas estacdes de tratamento de efluentes em quantidades abundantes (AHMED
& RODRIGUES, 2013). Este fendmeno poderia trazer influéncia sobre a mudanca das
propriedades do lodo agricola usado como biofertilizante (SMITH, 2009). Consideravel escape de
matérias a base de grafeno pode ocorrer durante suas aplicacfes e assim contaminar corpos de
agua superficiais (ZHAO et al. 2014).

As substancias humicas, como acido humico, ficam presentes na natureza e sao naturais
dos processos de decomposicdo de dejetos de animais e vegetais. S&8o0 resumidas em
macromoléculas poliméricas constituidas especialmente por grupos carboxilicos e fendlicos. Séo
apropriados para solubilizar, em meio aquoso, materiais hidrofébicos e nanomateriais. De tal modo,
as nanoparticulas podem ter sua aglomeracgéo reduzida devido a alteracdo de carga de superficie
pela substancia humica (HYUNG et al., 2007, ZHANG et al., 2009), o que por sua vez pode alterar
a biodisponibilidade do nanomaterial.

A microalga Pseudokirchneriella subcapitata € uma cloroficea colonial planctdnica,
constituida por células lunadas de apice pontiagudo. Tem sido amplamente utilizada como
bioindicadora em estudos de ecotoxicidade de poluentes ambientais e recomendada no registro de
agentes quimicos e de biopesticidas por 6rgdos nacionais e internacionais (DUARTE et al., 2014).
Assim, com base no exposto anteriormente, no presente trabalho avaliou-se o efeito do 6xido de
grafeno no crescimento da cultura da microalga Pseudokirchneriella subcapitata, sob distintas

concentracdes do nanomaterial e influéncia do &cido humico neste resultado.

2 MATERIAL E METODOS

O material testado foi 0 6xido de grafeno (OG) (Figural), que foi adquirido de Sigma Aldrich
(cédigo do produto: 763713). As suspensdes estoque (1g L™) foram sonicadas durante 30 minutos
antes da realizacéo do teste.

O acido humico (AH) foi adquirido da Sigma Aldrich (cédigo do produto: 53680).
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Figura 1. Estrutura do 6xido de grafeno (OG). Fonte: Zhao et al., 2014.
Organismo-teste e delineamento experimental

Algas unicelulares (P. subcapitata) foram utilizadas como organismo-teste e cultivadas
conforme a metodologia recomendada pela OECD (OECD, 1984). O cultivo foi realizado em
erlenmayers com capacidade de 250 mL, em meio autoclavado, ambiente com temperatura
controlada a 20 + 2 -C e sob luminosidade de ~ 1300 lux. A suspensao de algas foi distribuida em
placas de poliestireno contendo 12 pogos cada de modo a se obter um volume total de suspenséo-
teste equivalente a 300pL por pogo com uma concentracéo de algas de ~10° celulas/mL. As algas
foram expostas durante 72 horas, has mesmas condi¢des de cultivo, as concentracbes de OG de 0
(controle); 0,1; 1; 10 e 100 mg L™. Paralelamente preparam-se placas para a avaliacéo do efeito do
OG na presenca de 20 mg L™ de &cido humico.

No inicio e em intervalos de 24 horas, se fez a leitura da absorbancia a 750 nm utilizando o
leitor de microplaca Sunrise (Tecan Group Ltd.), jA& que a absorbancia € proporcional a
concentracdo algacea. A taxa especifica de crescimento (TEC) para as 72 h de exposicéo foi
calculada segundo procedimento descrito por BECARO et al. (2015). O calculo da concentragcdo
gue inibe a TEC em 50% (CE50-72h) foi determinada em funcéo do logaritmo de base 10 (Log) da
concentracdo do material-teste pelo modelo de regressdo com melhor ajuste da relagdo
concentracdo-efeito, utilizando-se o modulo “Simples Regression” do programa Statgraphics
Centurion XVII Version 1.17.04 (StatPoint Technologies 2014; OECD 1984). A concentragdo de
efeito ndo observado (CENO) foi estimada com base no calculo da concentracdo que afeta a
reducdo em somente 10% da TEC (EC10-72h) (OECD, 2002; WARNE & VAN DAM, 2008).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O OG inibiu a taxa de crescimento da microalga em funcdo da concentracdo, tanto na

auséncia como na presenca da substancia humica. Para ambos os casos, uma relacdo dose-
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resposta foi estabelecida, o que permitiu calcular valores da CE50-72h referentes a inibicdo da TEC
(Figuras 2 e 3).
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Figura 2. Curva de concentracdo-efeito de OG na taxa especifica de crescimento (TEC) de P. subcapitata

exposta durante 72 horas ao material-teste na auséncia do acido himico.
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Figura 3. Curva de concentracdo-efeito de OG na taxa especifica de crescimento (TEC) de P. subcapitata

exposta durante 72 horas ao material-teste na presenca do acido humico.

O valor de CE50-72h e seu intervalo de confianca 95% na auséncia de AH foi de 66,60
(60,80 — 78,43) mg L™. Na presenca da substancia hiimica, este valor aumentou para 242,78 mg L™

(33,67 — n.d.). Apesar de ser bem superior ao primeiro, a diferenca entre os valores nao foi
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estatisticamente significativa a nivel de 95% de certeza. Entretanto houve diferenca significativa
nos valores de CE10-72h: 4,93 (3,46 -5,55) mg L™ na auséncia de AH e 0,26 (n.d. — 0,99) mg L™ na
presenca de AH, o que supde menor valor de CENO na influencia da substancia hamica. Este
menor valor seria adotado para fins de analise de risco quanto ao estabelecimento de niveis
maximos.

De acordo com HU et al. (2014), o OG possui a capacidade de penetrar nas células da
microalga cloroficea Chlorella vulgaris e danificar suas organelas. As alteracdes evidenciadas com
maior frequéncia foram plasmdlise e aumento do numero de grdos de amido. Outras alteracbes
observadas foram: agregagdo da cromatina, dano nas estruturas dos cloroplastos e reducdo da
divisdo celular. Esta dltima estaria associada aos achados observados no presente trabalho.
Apesar dos autores ndo terem relatado a respeito de valores de CES0, eles apontaram que a
inibicdo de crescimento e o0 estresse oxidativo tiveram um incremento a partir de concentragdes de
0,1 mg L' até a maior concentracdo testada de 10 mg L™. Estes efeitos adversos foram
despreziveis na concentracdo de 0,01 mg L™,

4  CONCLUSAO

Conclui-se que o OG se apresentou como “levemente toxico” para a microalga P.
subcapitata pelo fato de seu valor de CE50-72h, na auséncia da substancia humica, estar na faixa
de 10 — 100 mg L™ Apesar dessa classificacdo caracteriza-lo como um agente relativamente
indcuo, deve-se dirigir a atencdo ao estabelecimento de limites maximos permissiveis nos corpos
de agua.

De maneira analoga aos nossos estudos, a inibicAo do crescimento de microalgas
cloroficeas pelo OG foi constatada por outros autores, sendo que concentragdes de até 0,1 mg L™
sao capazes de promover este efeito adverso segundo a literatura.

A concentracéo de CENO equivalente 0,26 mg L™ é a que seria adotada a partir do presente
estudo para finalidade de andlise de risco, visando a protecdo das comunidades aquaticas.

Os valores de CENO determinados no presente estudo, em conjunto com valores de
parametros de ecotoxicidade de OG determinados em outros organismos-teste bioindicadores, sao
de utilidade para orientar politicas publicas quanto ao estabelecimento de niveis de seguranca do

OG em compartimentos ambientais.
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