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Resumo

O objetivo deste trabalho foi determinar valores de concentragdo sem efeito previsivel (PNEC) para
oxido de grafeno (GO), considerando a presencga ou auséncia de acido humico no meio aquético. Para
isso, foram realizados testes toxicoldgicos e determinados os valores de concentracdo de efeito ndo
observado (CENO) para 9 organismos. A PNEC de GO no compartimento aquético, abaixo da qual os
efeitos adversos provavelmente ndo ocorrerdo durante a exposicdo a longo ou curto prazo, foi
estimada em 20 ug/L (na auséncia de acido hiimico) e 5 ug/L (na presenca de acido humico). Estes
dados contribuem para avaliagao de risco da nanotecnologia.
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EVALUATION OF ESTIMATED ENVIRONMENTAL RISK DUE TO GRAPHENE OXIDE
EXPOSURE

Abstract

The objective of this work was to estimate the predicted no effect concentration (PNEC) for graphene
oxide (GO), considering the presence or absence of humic acid in the aquatic environment. Therefore,
toxicological tests were performed and the values of no observed effect concentration (NOEC) for 9
organisms were determined. PNEC of GO in the aquatic compartment, below which adverse effects
are unlikely to occur during long- or short-term exposure, was estimated at 20 pg /L (in the absence of
humic acid) and 5 pg/L (in the presence of acid humic). These data contribute to the risk assessment of
nanotechnology.
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1 INTRODUCAO

O o6xido de grafeno (GO) é um material de carbono de camada Unica com alto teor de
oxigénio, preparado pela oxidagéo e esfoliacdo do grafeno (ENOKI et al., 2013). Este nanomaterial
(NM) possui diversas aplicagbes em biomedicina, engenharia de tecidos, biossensores e imagens. No
entanto, € necessaria a avaliacdo de risco para seu uso sustentavel ja que seu destino e seus efeitos para
0 meio ambiente ainda sdo pouco compreendidos (MATTSSON; SIMKO, 2017).

Embora GO tenha uma tendéncia a agregar em suspensdes aquosas e, em consequiéncia, estar
menos disponivel para interagir com organismos; pode causar toxicidade (CLEMENTE et al., 2017).
A presenca de matéria organica melhora significativamente a estabilidade de GO em 4&gua,
principalmente devido a repulsdo estérica e é possivel uma maior absorcdo pelos organismos
(CHOWDHURY et al., 2013). Assim, estudos adicionais sobre GO e suas interagdes com substancias
hamicas reduzirdo a incerteza nas avaliagdes de risco ambiental do NM (SELCK et al., 2016).

Na avaliacdo de risco ambiental, o risco pode ser quantificado comparando a concentracdo
ambiental prevista (PEC) com a concentracdo prevista sem efeito (PNEC). Ainda ndo ha estimativas
do PEC ou PNEC para GO. Assim, este estudo teve como objetivo determinar a PNEC do GO, através
da avaliacdo de toxicidade em diversos organismos aquaticos, na presenca ou ndo de acido humico.
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2 MATERIAL E METODOS

Para realizar este estudo, foram utilizados 6xido de grafeno de camada Unica (GO, lote
MKBV1192V, cédigo 763713) e &cido humico (HA, sal sddico, lote STBCS468V, codigo H16752),
ambos da Sigma Aldrich. As suspensdes estogue de GO e HA foram preparadas em agua ultrapura a
uma concentracdo de 1 mg/L. As suspensbes GO e HA estoque foram sonicadas e armazenadas no
escuro até serem usadas nos testes, quando foram novamente sonicadas antes de preparar as
respectivas diluicoes.

Os efeitos do GO foram determinados através de ensaios de toxicidade aguda com:
Raphidocelis subcapitata, Lemna menor, Lactuca sativa, Daphnia magna, Artemia salina,
Chironomus sancticaroli, Hydra attenuata, Caenorhabditis elegans e Panagrolaimus sp. Todos 0s
ensaios de ecotoxicidade foram realizados a 0, 0,1, 1, 10 e 100 mg/L de GO, com e sem 20 mg.L de
HA. A fim de permitir a comparacdo da toxicidade para os diferentes organismos testados calculou-se
0 CENO para cada um dos organismos de acordo com os parametros testados usando o mdédulo
ANOVA ou o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Bonferroni. O CENO também foi estimado
com base na relagdo CE50/10 (OECD 1995; JONSSON et al. 2015) ou usando o célculo da
concentracdo que afeta a reducdo em apenas 10% do parametro avaliado (CE10) (OCDE, 2002;
JONSSON et al., 2015).

A concentragdo ambiental hipotética em que apenas 5% das espécies de um meio aquético
seria afetado (HC5) foi determinada por meio da distribuicdo log-logistica dos valores de CENO
(OCDE, 1995; JONSSON et al., 2015), por regressao simples (StatPoint Technologies, 2014). Os
dados (CENO = 10 mg/L) da exposi¢do de embriGes Danio rerio, (CLEMENTE et al., 2017), foram
adicionados a distribuicdo log-logistica. Neste caso, uma CE50>100 mg/L foi atribuida, uma vez que
ndo foi observada mortalidade nesta concentracdo. Assume-se que 0s organismos ndo sofreriam danos
quando os contaminantes estiverem presentes nos ambientes aquaticos em concentracdes de 10% da
LC50 (TOUART, 1995). O HC5 foi calculado com um nivel de confianca de 50% (HC5-50) que
corresponde a estimativa "mais provavel" ou "mediana” do percentil 5 (TRAAS & VAN LEEUWEN,
2007, ALDENBERG & SLOB, 1993).

Foi entdo calculada a Concentragéo sem efeito previsivel — PNEC, aplicando-se a avaliacdo do
fator de risco (valor = 5) ao HC5-50. Este valor fatorial foi adotado como o valor mais seguro na
escalade 1 a5 (TRAAS e VAN LEEUWEN, 2007) e calculado usando o mddulo de regressao simples
do programa Statgraphics Centurion XVI1 1.17.04 (StatPoint Technologies, 2014).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A variabilidade na susceptibilidade dos organismos-teste para GO e GO e HA foi alta. Para o
C. elegans foi observada diferenca significativa entre a EC50 na auséncia ou presenca de HA apds 96h
de exposicdo ao GO quanto aos parametros de fertilidade (90,24 e 46,41 mg L™) e reproducéo (73.43 e
11.14 mg L) respectivamente. Também para a R. subcapitata foi observada diferenca significativa
entre a taxa de crescimento quando exposta ao GO na auséncia de HA (66,60 mg L™) e na presenca de
HA (242,78 mg L™). Os valores de HC5-50 calculados foram respectivamente 0,023 e 0,10 mg L™
para GO com e sem HA. A PNEC de GO no compartimento aquatico foi estimada em 20 pg L™ na
auséncia de HA. Na presenga de HA, em uma concentracdo de &cido humico ambientalmente
relevante (FRIMMEL, 2004), esse pardmetro foi estimado em 5 pug L™

Os dados atuais estdo proximos dos valores de PNEC para nanotubos de carbono (CNT) e
fullerenos (55,6 e 3,84 pg/L, respectivamente), conforme estimado por Coll et al. (2016) para agua
doce. De acordo com estimativas derivadas de modelos matematicos, as concentracdes
ambientalmente relevantes de NM devem estar nas faixas de partes por bilhdo (ppb) e partes por
trilhdo (ppt) em aguas superficiais, mas ndo existem dados atualmente disponiveis para GO (HU et al.,
2017, DUAN et al., 2017). Alguns estudos estimaram nas aguas superficiais concentracOes de até 0,56
e 0,33 ng/L para CNT e C60, respectivamente (SUN et al., 2014). Na auséncia de valores de PEC para
GO, calculamos o quociente de risco (RQ = PEC/PNEC) usando o valor PEC estimado para CNT por
Gottschalk et al. (2009) - 32,6 ng/L - assumindo uma exposi¢do semelhante entre os dois materiais e
considerando o pior cenario possivel.
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Assim, valores de RQ de 0,001 e 0,006 foram obtidos para GO na auséncia e presenca de
acido hdmico, respectivamente. Um RQ <1 indica que ndo é de se esperar nenhum risco para o
compartimento. Portanto, embora na presenca de HA exista uma reducdo de 4 X na PNEC de GO, os
valores de RQ indicam néo ser esperado nenhum risco para 0s ecossistemas aquaticos em ambos 0s
casos.

4 CONCLUSAO

A abordagem apresentada neste trabalho € Gtil na previsdo de uma concentracdo de GO
ecologicamente segura, uma vez gque os dados sugerem que a exposicao a GO pode causar algum dano
aos organismos apos sua liberacdo para o meio ambiente.
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