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RESUMO

A nanotecnologia é um ramo da ciéncia que desenvolve materiais em
escala nanométrica. Entre esses materiais, destacam-se as nanoparticulas.
Com seu tamanho reduzido (entre 1 e 100 nm), as nanoparticulas vém
sendo amplamente utilizadas em industrias e na medicina. A partir da
introducdo no cotidiano das pessoas, 0s possiveis destinos finais destes
materiais sdo 0 ambiente aquatico ou a inadequada deposi¢do no solo.
Dessa maneira, estudos toxicoldgicos sdo necessarios para compreender
os efeitos destas novas substancias sobre organismos. As nanoparticulas
de o6xido de cromo Il (NP Cr,03) sdo utilizadas em pigmentacdes de
materiais ceramicos, equipamentos eletrdnicos, cromagens e corantes
para tintas. Contudo na literatura sdo encontrados poucos trabalhos que
propdem investigar os potenciais toxicos dessa nanoparticula. Assim, o
presente estudo teve como objetivos avaliar toxicologicamente a NP
Cr,03 através de testes de toxicidade aguda com o microcrustaceo de agua
doce Daphnia magna e a bactéria marinha Aliivibrio fischeri, teste de
toxicidade crénica com D. magna e teste de germinagdo com a semente
de alface Lactuca sativa L. A amostra de NP Cr,O3 foi caracterizada
através das técnicas de Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET),
Difracdo de Raios-X (DRX), Potencial Zeta (PZ), area superficial e
guantificacdo de cromo através de FAAS. A CEsgsn do teste agudo com
D. magna foi de 6,79 mg/L, apresentando cromo em concentracao inferior
a maxima permitida pela legislacdo brasileira para lancamento de
efluentes. A CEso 1smin para A. fischeri foi de 16,10 mg/L e a CEso,3omin foi
de 12,91 mg/L. Ambos valores também apresentaram concentracdes de
cromo inferiores a maxima permitida pela legislacdo. Em relacéo ao teste
crénico com D. magna, foram observados efeitos sobre a longevidade em
concentragdes inferiores as permitidas pela legislacdo. Néo foi observado
efeito significativo na germinacao das sementes, porém o crescimento das
plantulas foi afetado conforme aumento na concentragdo de NP Cr,0:s.

Palavras-chave: Toxicologia Ambiental. Nanoparticula. Oxido de
Cromo I11. Daphnia magna. Aliivibrio fischeri. Lactuca sativa L.



ABSTRACT

Nanotechnology is a branch of science that develops nanoscale materials.
Among these materials, stand out the nanoparticles. With its small size
(between 1 and 100 nm), nanoparticles have been widely used in industry
and medicine. From the introduction in daily life, the possible final
destinations of these products are the aquatic environment or the
inadequate deposition in soil. Thus, toxicological studies are necessary to
understand the effects of these new substances on organisms. Chromium
Il oxide nanoparticles (NP Cr.0s) are mostly used in ceramic
pigmentation, electronics devices, chromium-plating and as dye inks.
However, in the literature, few studies propose to investigate the toxic
potential of this nanoparticle. Thus, the present study aimed to
toxicologically evaluate the NP Cr,0s through acute toxicity tests on
freshwater microcrustacean Daphnia magna and marine bacteria
Aliivibrio fischeri, chronic toxicity test on D. magna and germination test
on Lactuca sativa L. seed. The sample of NP Cr,Os was characterized
through the techniques of Transmission Electron Microcospy (TEM), X-
Ray Diffraction (XRD), Zeta Potential (ZP), surface area and
quantification of chromium through FAAS. The ECsg4sh Of the acute test
on D. magna is 6.79 mg/L with concentration of chromium below the
maximum allowed by Brazilian legislation for effluent disposal. The
ECso,15min to A. fischeri is 16.10 mg/L and the ECsosomin is 12.91 mg/L.
Both values showed concentrations of chromium lower than the allowed
by Brazilian legislation. Regarding the chronic test, effects on longevity
were observed in lower concentrations than the allowed by legislation.
No significant effect in germination on seeds was observed, but the
seedling growth was affected as increased the NP Cr,O3 concentration.

Keywords: Environmental toxicology. Nanoparticle. Chromium 111
Oxide. Daphnia magna. Aliivibrio fischeri. Lactuca sativa L.
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1. INTRODUCAO

A sociedade moderna, construida a partir da Revolugdo Industrial
iniciada no século XVIII na Europa, tem como meta a busca constante
por melhorias nas eficiéncias dos diversos segmentos produtivos. O
refinamento dos processos industriais e o desenvolvimento de novos
materiais, contudo, nem sempre compreendem as questfes referentes a
salde humana e ambiental.

Nos ultimos anos, a nanotecnologia, ciéncia que estuda e
desenvolve materiais em escala nanométrica, ganhou destaque através
dos beneficios que proporcionam no meio industrial. As nanoparticulas
sdo0 pequenas estruturas cujo tamanho pode corresponder a 70.000 vezes
menor que um fio de cabelo (ABDI, 2011). Os principais tipos de
nanoparticulas atualmente utilizadas sdo os nanotubos de carbono e os
oxidos de metais. Produtos que vao desde cosméticos e protetores solares
até computadores e eletrodomésticos utilizam deste material para
melhorar suas eficiéncias. Uma vez que as nanoparticulas podem possuir
acOes de efeito bactericida, sendo aplicadas em roupas, por exemplo, e
em eletrnicos quando tém carater anticorrosivo, a tendéncia é de se
imaginar que este avango tecnoldgico ndo representa ameacgas a sadde
humana e ao meio ambiente.

Relacionadas & medicina, inimeras sdo as aplicacfes destes
materiais, tais como inducdo de crescimento 6sseo e deslocamento de
farmacos no interior do organismo para o tratamento localizado de
doencas. Porém, 0 mesmo segmento que aplica as nanoparticulas para o
beneficiamento da salde, também alerta para os efeitos destas
substancias. Relatos de efeitos carcinogénicos e disfungdes cerebrais
devidos ao contato com nanoparticulas tém crescido entre 0 meio médico
(AHAMED et al., 2013; RAGHUNATHAN et al., 2013; TROUILLER et
al., 2009).

As principais vias de contamina¢do por nanoparticulas sdo
respiratoria, dérmica e através de ingestdo (PASCHOALINO et al.,
2010). Os pulmdes, branquias e intestino sdo importantes 6rgdos de
absorgdo, e atraves do sistema circulatorio essas nanoparticulas podem
ser transportadas, atingindo diversos tecidos e 6rgéos incluindo o figado,
rins e cérebro (NEMMAR et al., 2002; SHIMADA et al., 2006).

Desta maneira, além das indmeras perspectivas oriundas do
desenvolvimento de uma gama de novos materiais, ha o potencial risco
de contaminacdo ambiental dadas as caracteristicas intrinsecas das
nanoparticulas, como tamanho reduzido, grande é&rea superficial e
capacidade de aglomeragdo ou dispersdo, as quais podem facilitar a



18

translocacdo destas pelos compartimentos ambientais e ocasionar, de
forma acumulativa, danos a cadeia trofica. Estes aspectos justificam a
importancia da investigacdo sobre a disponibilidade, degradabilidade,
reatividade e toxicidade dos nanomateriais (PASCHOALINO, 2010).

Dentro do panorama mundial, o Brasil tem seu lugar de destaque
em nanociéncia, ocupando a 20? posicdo do ranking entre 0s paises com
mais producdes cientificas sobre o tema (ABDI, 2011). Ainda de acordo
com ABDI (2011), o governo brasileiro investiu 160 milhdes de reais em
pesquisas sobre nanotecnologia que, somados aos investimentos
privados, ultrapassam os 320 milhdes de reais. Esses investimentos se
devem aos interesses que 0 pais tem nas areas de produtos farmacéuticos,
guimicos e cosmeéticos, além de agroindustrial. Acompanhando este
contexto, as industrias do Estado de Santa Catarina também fazem uso
dos nanomateriais em suas etapas produtivas. Segundo dados da FIESC —
Federacdo das IndUstrias de Santa Catarina, o Estado ocupa posicao
privilegiada no segmento de producao ceramica, sendo lider no continente
latino americano na producdo de matrizes para a industria ceramica e
possuindo a segunda maior cerdmica quando se leva em conta o
faturamento. Ainda de acordo com a FIESC, o Estado também se destaca
nos segmentos tecnoldgico e eletrénicos. Assim sendo, optou-se por
realizar a avaliagao toxicoldgica da nanoparticula de éxido de cromo 1l
(NP Cr,03) por esta ser passivel de aplicagdo nestas industrias devido as
caracteristicas que fornece.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a toxicidade da nanoparticula de Oxido de Cromo |11 para
diferentes organismos-teste.

2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Caracterizacdo da NP de Cr,0s;

e Determinar CEsq do teste de toxicidade aguda com
microcrustaceo Daphnia magna exposta a NP Cr20s;

e Identificar efeitos da exposicdo cronica a NP Cr03; em
concentracdes subletais para Daphnia magna;

e Determinar CEsq do teste de toxicidade aguda com
bactéria Aliivibrio fischeri exposta a NP Cr,0s3;

e Determinar o percentual de germinacdo e avaliar os
efeitos nas radiculas de sementes de Lactuca sativa L.
expostas a NP Cr20:s.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. NANOTECNOLOGIA

De acordo com Ferreira & Rangel (2009), o termo nanotecnologia
foi introduzido em 1974 pelo engenheiro japonés Norio Taniguchi para
designar uma nova tecnologia que ia além do controle de materiais € da
engenharia em microescala. Porém, os primeiros conceitos de
nanotecnologia foram introduzidos pelo fisico americano Richard
Feynman em 1959. A nanotecnologia é o estudo e a manipulacdo da
matéria em dimensfes aproximadamente entre 1 e 100 nm, sendo que
fendmenos exclusivos e intrinsecos permitem novas aplicages que nao
sdo possiveis quando trabalhado com materiais maiores ou com atomos e
moléculas (NNI, 2013). De maneira simplificada, a nanotecnologia é a
area da ciéncia que conduz pesquisas e desenvolvimentos de
nanoparticulas, sintetizando, modificando e manipulando estas particulas
(SANTOS, 2008; FERREIRA & RANGEL, 20009).

A sintese e a caracterizagcdo de nanomateriais, nanoparticulas e
nanocompésitos sdo o resultado da nanotecnologia (ZARBIN, 2007),
sendo esta uma nova ciéncia de manipulagdo molecular. Essa tecnologia
tem sido mais explorada nos Gltimos 10 anos principalmente devido ao
avanco tecnoldgico, como dos microscopicos de alta resolugdo e dos
processos quimicos capazes de rearranjar e moldar atomos e moléculas.
Tais métodos permitem a criagdo de substdncias com caracteristicas
diferenciadas aquelas na natureza, o que da uma ampla possibilidade em
aplicacdes tecnoldgicas. Efeitos da reducdo de tamanho, mudanca de
dimensionalidade e da mistura de diferentes elementos quimicos estdo
diretamente relacionados com a ativacdo e controle das novas
propriedades destes compostos (CAMPOS, 2005).

As nanoparticulas podem ser classificadas em nanoparticulas
naturais, por exemplos nanoparticulas de sal marinho, poeiras vulcanicas
e algumas moléculas encontradas no interior de organismos primitivos,
como a magnetita biogénica e a proteina ferritina, de 12 nm
(OBERDORSTER et al.,, 2010) e nanoparticulas engenheiradas ou
artificiais, que séo sintetizadas pelo homem, sendo exemplos fulereno,
nanotubos, nanoparticulas de dxidos metalicos, nanocompdsitos, entre
outras.

A nanotecnologia estd presente em varios setores fabris e em
diversos produtos utilizados no dia-a-dia. Superficies de vidro e tecidos
gue repelem 4&gua, revestimentos que impedem a corrosdo, blocos
cerdmicos que absorvem moléculas de odor, roupas que ndo mancham,
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particulas que auxiliam no combate ao cancer e pinturas de veiculos
resistentes a riscos. Estes sdo alguns exemplos de produtos desenvolvidos
com nanotecnologia. Trata-se de uma ciéncia interdisciplinar, a qual
redine e retrabalha conhecimentos e conceitos desenvolvidos pela fisica,
guimica e biologia. (BOSSARDI, 2007).

Os segmentos mais beneficiados com o surgimento de estruturas
tdo pequenas sdo alimenticio, eletronico, farmacéutico, biotecnoldgico,
cosmeético, médico-hospitalar, agricola e de seguranca nacional. Segundo
Lima (2004), pode-se, ainda, citar um exemplo vindo da inddstria de
vestuario, em que nanoparticulas de prata e de &xido de titanio
desenvolvem acdo antibacteriana em meias quando ativadas por radia¢do
solar.

No entanto, essa nova tecnologia traz uma preocupacgdo ambiental,
pois a alteracdo dos materiais para a escala nano pode, consequentemente,
provocar alteracdo do seu potencial toxicoldgico. O estudo deste
problema é uma das necessidades prioritirias no campo da
nanotoxicologia (MONSERRAT, 2010). Também, deve-se atentar para a
falta de procedimentos e técnicas analiticas com sensibilidade suficiente
para detectar as nanoparticulas no ambiente.

De acordo com Paschoalino (2010), alguns estudos sugerem que
0s nanomateriais, por sua pequena dimensdo, podem ter uma
permeabilidade maior através da pele, mucosa e membranas celulares,
podendo ter efeito tdxico magnificado, ja que possuem uma reatividade
superior, principalmente devido ao aumento da area superficial.

3.2. CROMO

O cromo é um elemento traco de relativa abundancia na crosta
terrestre, sendo encontrado naturalmente como mineral cromita. Na
indUstria, o cromo pode ser utilizado em ligas metalicas, catalisadores,
pigmentos e na impregnagdo de madeiras para conservagio. E também
usado em produtos de tingimento. No continente americano, o Brasil é
praticamente o Gnico produtor de cromo, possuindo 0,4% das reservas do
metal e 1,2% da oferta mundial (SILVA et al., 2008).

O elemento cromo existe nos estados de oxidagdo 0, 2, 3, 4 ¢ 6.
Porém, apenas o Cr (IlIl) e Cr (VI) sdo estaveis e estdo presentes no
ambiente (MATOS et al., 2008). O cromo hexavalente é carcinogénico,
sendo 0 mais téxico entre as duas formas (NEWMAN & UNGER, 2003).
O cromo trivalente é o estado de oxidacdo em maior abundancia na
natureza, sendo um micronutriente essencial ao ser humano que auxilia
na ocorréncia da acdo da glicose, potencializando a acdo de insulina
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(SILVA et al., 2008). A absorcdo do cromo depende do seu estado de
oxidacdo e do pH do meio. Por exemplo, no aparelho gastrointestinal, a
absorcao de cromo VI estad em torno de 2 a 6% e de cromo 11l em 1%. O
Conselho Nacional de Pesquisa dos Estados Unidos recomenda que a
porcdo diaria para animais e homens é de 50-200 pg (ATSDR, 2000).
Esse metal possui a potencialidade de bioacumular nos 6rgdos devido a
propriedade de se ligar as proteinas plasmaticas.

No ambiente aquético, o cromo existe prioritariamente na forma de
cromato. A forma trivalente é hidrolisada por completo em aguas naturais
e 0 cromo precipita como hidréxido, deixando pequenas quantidades em
solucdo (SAWYER, 1978). Baired & Cann (2011) afirmam que em
condigGes anaerdbias, 0 cromo existe no estado trivalente. No entanto, a
solubilidade aquosa do Cr(l1l) ndo ¢ alta, sendo o ion precipitado como
seu hidréxido (Cr(OH)s) sob condi¢des alcalinas, neutras ou ligeiramente
acidas. No estado hexavalente, os compostos mais importantes sdo 0s
cromatos (CrO4%) e os dicromatos (Cr.0%) (SILVA et al., 2008), e sua
ocorréncia no meio ambiente esta relacionada com a a¢do antropica.

A partir de Loyaux-Lawniczak et al. (2000), sabe-se que o Cr(l11)
é relativamente imadvel, sendo seus 6xidos e hidroxidos caracterizados por
produtos de baixa solubilidade. Através da Figura 1, percebe-se que a
solubilidade do Cr(111) se encontra na faixa de pH entre aproximadamente
4,0a6,5.

Figura 1 - Concentracdo de metais soltveis em mol/L em fung¢do do pH

S S—
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Fonte: SAWYER, 1978



23

Segundo Barros & Souza-Aguiar (2001), o estado mais estavel do
cromo é o trivalente, sendo que o ion (Cr3*) esta presente quando o pH se
encontra entre 4,0 e 8,0. Também afirmam que a elevacdo do pH
intensifica a hidrolizacdo do metal, diminuindo a sua solubilidade.

3.2.1. Toxicidade do Cromo

De acordo com Araujo & Santos-Filho (2008), os compostos de
cromo trivalente sdo absorvidos pelos organismos por difusdo passiva ou
fagocitose, sendo que a velocidade de absorcéo depende do didmetro da
particula, da solubilidade do composto nas membranas celulares, entre
outros fatores. Sabe-se, ainda, que o Cr(lll) ao entrar no organismo se
concentra no figado, no rim, no pulméo ou no bago. Dados da ATSDR —
Agency for Toxic Substances and Disease Registry (2000) confirmam que
0 cromo hexavalente é rapidamente reduzido a cromo trivalente no
organismo, tornando mais complexa a diferenciacdo dos efeitos nocivos
de cada espécie isoladamente. Através de Silva & Pedrozo (2001), sabe-
se que o contato com grandes quantidades de Cr(VI) pode acarretar em
ulceracdo e perfuracdo do septo nasal, irritacdo no trato respiratdrio,
possiveis efeitos cardiovasculares, gastrintestinais, hematoldgicos,
hepaticos e renais, além de elevado risco de cancer pulmonar. A ATSDR
(2000) afirma que o contato com Cr(V1) pode causar eritema facial, tosse
e asma. O contato com Cr(l1l) pode produzir dispneia, tosse e espirros.

Baired & Cann (2011) indicam que o fon cromato (CrO4%) entra
nas células biolégicas pela semelhanca com o ion sulfato (S04%). Os
compostos de cromo penetram nas células e sdo reduzidos a Cr(lll)
causando danos a estrutura celular (SILVA et al., 2008). Com a entrada
nas células e consequente reducédo, a concentracdo de Cr(lll) aumenta,
desequilibrando o meio e tornando-o téxico. Ainda de acordo com o
mesmo autor, a intoxicagdo torna-se séria quando ha a adsorcéo pelo trato
intestinal.

Para Silva et al. (2008), os produtos da reducdo de Cr(VI) a Cr(l1l)
compreendem o Cr(V) e Cr(IV) e radicais livres, sendo estes 0s possiveis
responsaveis pelos efeitos carcinogénicos observados.

3.2.2. Nanoparticulas de Oxido de Cromo 111

Em relacdo as nanoparticulas de 6xido de cromo Il (NP Crz03),
estas vém sendo usadas em equipamentos eletrénicos devido ao grande
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potencial anticorrosivo e da alta condutividade dos 6xidos de cromo,
segundo dados de Global Knowledge Partnerships in e-Waste Recycling
(2013). De acordo com a ATSDR (2011), o cromo é utilizado também em
cromagens, como corante para tintas, no curtimento de couro e na
pigmentacdo de materiais cerdmicos, fornecendo materiais com
caracteristicas refratarias. Outra fonte de 6xido de cromo Il é em fabrica
de eletrodos, na etapa de soldagem, onde se apresenta como fumo
metalico (SILVA & PEDROZO, 2001). Em curtimentos, o Cr(l1l) se liga
a proteina na pele do animal para formar o couro resistente a agua, ao
calor e a bactérias, portanto, como consequéncia da emissao industrial, é
um poluente aquéatico comum, sendo o segundo contaminante inorganico
mais abundante de Aaguas subterraneas sobre locais com residuos
perigosos (BAIRED & CANN, 2011). O cromo trivalente também pode
ser encontrado como produto do processo de remogdo de cromo
hexavalente de efluentes industriais, uma vez que para este procedimento
deve-se reduzir Cr(VI) em Cr(111) (BAIRED & CANN, 2011).

As NP Cr,O3também séo utilizadas na pigmentacdo de tintas para
tatuagens (SACKS & BARCAUI, 2004), oferecendo tonalidade
esverdeada. Hggsberg et al. (2011) caracterizaram as nanoparticulas
utilizadas em tintas comerciais para tatuagens. O resultado para o
diametro das particulas se encontra na Figura 2. Nota-se que todas as
tintas, excetuando-se a de cor branca, possuem quantidades consideraveis
de pigmentos menores que 100 nanémetros em sua composicao, inclusive
a tinta verde. Esta teve variacao entre 75 e 289 nm.
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Figura 2 - Diametro das particulas para cada cor de tinta de tatuagem analisada
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Fonte: HOGSBERG et al., 2011

3.2.3. Legislacéo

As legislagdes existentes de lancamento de efluentes e potabilidade
de &gua de abastecimento ndo fazem referéncia ao cromo em
nanocomposicdes. Estas indicam somente a quantidade permitida da
forma ibnica do cromo, os ions trivalente e hexavalente ou de cromo total.

Dessa maneira, as legislagbes brasileiras compreendem a
Resolu¢cdo CONAMA 430/2011 referente a Padrdes de Langcamentos de
Efluentes e a Portaria N° 2.914/2011 do Ministério da Saude referente a
Padrdes de Potabilidade de Agua. Na legislacdo referente a limite de
exposicdo ocupacional, NR-15 — ATIVIDADES E OPERACOES
INSALUBRES do Ministério do Trabalho, encontra-se valor para o
Cr(V1) na forma de &cido crémico (névoa). Os valores permitidos nas trés
legislacBes se encontram descritos na Tabela 1.
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Tabela 1 - Padrdes de referéncia brasileiros para cromo

LEGISLACAO COMPONENTE | LIMITE | UNIDADE
Cr(lI11) 1,0 mg/L
CONAMA 430/2011
Cr(VI) 0,1 mg/L
MINISTERIO DA
SAUDE Cr total 0,05 mg/L
2914/2011
NR-15 < .
MINISTERIO DO AC"zgé(\:/g‘;r)“'Co 0,04 mg/m?
TRABALHO

Fonte: o autor

Baired & Cann (2011) também apresentam os limites pertinentes a
quantidade de cromo nas legislagcBes americana e canadense e o valor de
referéncia fornecido pela OMS — Organiza¢do Mundial da Saude, como
pode ser observado na Tabela 2.

Tabela 2 - Valores de referéncia internacionais para o cromo

LEGISLACAO COMPONENTE | LIMITE | UNIDADE

EPA
Environmental Cr 0,1 mg/L
Protection Agency

Environment Canada Cr 0,05 mg/L

OMS Cr 0,05 mg/L

Fonte: adaptado de Baired & Cann, 2011

3.3. TOXICOLOGIA AMBIENTAL

A toxicologia é uma ciéncia ampla e que envolve diferentes
disciplinas como matematica, bioquimica, fisica, quimica, entre outras.
Pode-se afirmar de que se trata de um conhecimento multidisciplinar.
Mais especificamente, tem-se por defini¢do que a toxicologia é a ciéncia
dos venenos (toda substancia que destr6i ou altera as funcdes vitais)
(MATIAS, 2005).
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A partir de biotestes, a toxicologia ambiental é capaz de identificar
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 interacbes toxicas de substdncias quimicas no
ecossistema e sua capacidade de afetar a fisiologia normal de organismos
vivos (BRILHANTE & CALDAS, 1999). Em outras palavras, a
toxicologia ambiental é o estudo dos impactos de poluentes sobre a
estrutura e o funcionamento de sistemas ecoldgicos (do molecular ao
ecossistema) (LANDIS & YU, 2003).

Para Newman & Unger (2003), o uso dos termos toxicologia
ambiental e ecotoxicologia possuem convergéncia de significados, porém
o primeiro geralmente faz referéncia a efeitos de poluentes ambientais
exclusivamente em humanos e o segundo é aplicado tanto para humanos
guanto para outras entidades ecoldgicas. A ecotoxicologia, entdo, é
definida como a ciéncia dos contaminantes na biosfera e seus efeitos nos
constituintes da biosfera, incluindo seres humanos. Matias (2005) diz que
a toxicologia tradicional trata dos efeitos toxicos sobre organismos
individualmente; ja& a ecotoxicologia estuda o impacto sobre as
populacdes de organismos vivos ou sobre ecossistemas. Com esta
definicdo, entende-se que em um agravo ambiental o efeito sobre um
individuo ndo necessariamente serd 0 mesmo observado em sua
populacdo ou para o ecossistema presente. Isto se dé principalmente pelas
interacdes da substancia toxica, dos organismos e do ambiente,
proporcionando acbes de bioacumulagdo ou ndo, degradabilidade e
mobilidade das substancias, bem como bioamplificacéo.

A ecotoxicologia é uma area especializada da toxicologia
ambiental, cujos objetivos dos estudos estdo baseados nos efeitos
ocasionados por agentes quimicos e fisicos sobre a dinamica das
populacdes e comunidades integrantes de ecossistemas definidos
(RONCO et al., 2004). A partir disto, pode-se afirmar que a toxicologia
ambiental e a ecotoxicologia sdo indissocidveis, sendo que ambas focam
no estudo da interacdo de substancias quimicas geralmente antropicas
sobre 0s ecossistemas.

3.3.1. Testes Ecotoxicoldgicos
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Segundo Knie & Lopes (2004), os testes ecotoxicologicos podem
ser utilizados para diversos setores, entre eles licenciamento de produtos
quimicos, fiscalizacdo de efluentes, monitoramento de qualidade de
aguas, entre outros. Para Matias (2005), os ensaios toxicoldgicos
atualmente praticados sdo destinados a pesquisar se um produto apresenta
ou nao efeitos toxicos ou nocivos e, se for o caso, qual é a natureza destes
efeitos e seu grau de toxicidade.

Em ecotoxicologia, ao enfocar especificamente os efeitos, reporta-
se aqueles evidenciados por testes de toxicidade que visam predizer o
impacto de determinado xenobidtico ao meio ambiente (CHASIN &
AZEVEDO, 2003). A toxicidade depende da concentracdo e das
propriedades da substancia quimica a qual o organismo € exposto bem
como do tempo de exposi¢cdo (RAND, WELLS & McCARTY, 1995).

A selecdo dos organismos para os testes ecotoxicologicos segue
alguns critérios apresentados por Matias (2005):

e Facilidade de reproducéo;

e Facilidade de cultivo;

e Velocidade de crescimento e desenvolvimento;
¢ Disponibilidade no mercado;

e Facilidade de manipulago.

Os testes ecotoxicolégicos podem ser divididos quanto a
caracteristica temporal de modo que testes agudos sdo aqueles em que séo
observadas as manifestacGes de um efeito em um curto espago de tempo
apos administracdo de uma dose Unica de uma substancia e testes cronicos
aqueles em que o objetivo é caracterizar o perfil toxicoldgico de uma
substancia em uma espécie, apds uma exposi¢ao repetida e prolongada,
cobrindo o ciclo de vida de forma representativa (MATIAS, 2005).

3.3.2.  Microcrustaceo Daphnia magna

Daphnia magna é um microcrustaceo planctonico de agua doce,
com tamanho médio de 5 a 6 mm. Vulgarmente conhecidas como pulgas
d’agua, a D. magna atua na cadeia alimentar aquatica como consumidora
priméria entre 0s metazoarios, alimentando-se por filtracdo de material
organico particulado, principalmente de algas unicelulares. Em condi¢6es
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ambientais favoraveis reproduz-se assexuadamente por partenogénese,
originando apenas fémeas (KNIE & LOPES, 2004).

Daphnia magna STRAUS, 1820 (Cladocera, Crustacea) ndo é
naturalmente encontrada no Brasil, sendo encontrada em grande escala
em lagoas, lagos e represas das regides temperadas (hemisfério norte)
(MATSUMURA-TUNDISI, 1984 apud. COSTA, 2010). As condicdes
ideais do meio fisico, segundo Clare (2007), compreendem temperatura
entre 18 e 22°C, pH entre 6,5 e 9,5, sendo o 6timo considerado entre 7,2
e 8,5 e aguas duras, geralmente com dureza acima de 150 mg/L de CaCOs.

Segundo Knie & Lopes (2004), as vantagens desse organismo ser
utilizado em bioensaios normatizados sdo: facil cultivo em laboratério;
ciclo de vida e reproducéo curtos; produz descendentes geneticamente
idénticos garantindo a uniformidade nos testes; reage sensivelmente a
varios agentes nocivos.

Figura 3 - Daphnia magna em imagem com escala de 200pum

200 pym

Fonte: adaptado de HANEY et al., 2013

A Figura 3 mostra a Daphnia magna fémea em condicbes
ambientais normais. Em destaque, nota-se a presenca do espinho apical.

Segundo Haney et al. (2013), particulas com diametro inferior a 50
UM na agua sdo filtradas pelo organismo, sendo que a ingestdo das
mesmas ocorre sem nenhum mecanismo seletivo.
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3.3.3. Bactéria Aliivibrio fischeri

E uma bactéria marinha luminescente, gram-negativa, anaerébia
facultativa. Em condicBGes ambientais favoraveis, essas bactérias emitem
luz naturalmente, necessitando para isto oxigénio em concentracdes
acima de 0,5 mg/L (KNIE & LOPES, 2004). E considerada uma
enterobactéria e pertencente a familia Vibrionaceae. Esta familia consiste
de muitas espécies que sdo caracterizadas pela cooperagdo e interacdo
com tecidos de outros animais (FUZINATTO, 2009).

Segundo Rossetto (2012), os ensaios laboratoriais utilizando a
bactéria Aliivibrio fischeri como organismo-teste apresentam algumas
vantagens. Entre elas a realizagdo com pequenos volumes de amostras de
agua doce ou salina, a facilidade na execucéo do teste e a rpida obtencdo
de resultados, entre 15 e 30 minutos ap6s a exposicdo & amostra. Desta
maneira, permite uma resposta rapida em casos de acidentes ambientais.

3.3.4. Sementes de alface (Lactuca sativa L..)

Souza et al. (2005) afirmam que sementes sdo excelentes
organismos para bioensaios. Ao serem reidratadas, elas entram em
processo de germinacgdo, onde sofrem rapidas mudangas fisiologicas e
tornam-se altamente sensiveis ao estresse ambiental. Para Costa (2010),
as vantagens da utilizacdo de sementes para testes toxicolégicos sdo
relacionadas ao baixo custo, a simplicidade e a pouca quantidade de
amostra necessaria.

Para testes de germinacdo e crescimento de raizes, muitas espécies
de plantas tém sido utilizadas. Entre elas, podem-se destacar repolho,
cebola, tomate, pepino, cevada e alface. Esta Ultima é recomendada por
6rgdos americanos e europeus como USEPA (United States Enviromental
Protection Agency), FDA (Federal Drug Administration), ASTM
(American Society for Testing and Materials) e OECD (Organization for
Economic Cooperation and Development) (BARROS, 2007). Sabe-se
que a alface é a hortalica folhosa mais comercializada no Brasil
(FERNANDES et al., 2002), fazendo com que os resultados obtidos nos
testes sejam representativos e de importancia para a sociedade.
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4. MATERIAIS E METODOS

Os estudos foram conduzidos nas dependéncias do Laboratério de
Toxicologia Ambiental (LABTOX) do departamento de Engenharia
Sanitaria e Ambiental na Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC)
e em demais laboratérios integrados da universidade.

4.1. SINTESE DA NP Cr,03

As nanoparticulas de Cr,0O3 foram sintetizadas a partir do método
sol-gel proposto por Bafiobre-Lopez et al. (2003) com algumas
adaptacdes (VICENTINI, 2014). Foram pesados 5,0 g de Cr(NOz)3.9H.0
e 1,5 g de NaOH e adicionados em 100 ml de agua destilada, sob agitacéo
por 30 minutos, para obtengdo de Cr(OH)s. O Cr(OH)s; foi separado e
lavado por centrifugacgdo diversas vezes com &gua destilada. Em seguida,
foi seco em estufa por 24 horas a 90 °C. Por fim, o Cr(OH)s foi calcinado
a 400 °C por 3 horas para obtencdo da NP de Cr,0s.

4.2. PREPARO DA AMOSTRA DE NP Cr203

Para a realizacdo dos testes toxicologicos previstos, a NP Cr,Oz em
po foi pesada em balanca de precisdo analitica e diluida nos meios de teste
especificos para cada organismo-teste. Apds preparo, a amostra foi
suspensa e homogeneizada com aparelho ultrassénico com haste metalica
e microponta (modelo Q500 Sonicator, 500W, da marca QSonica, EUA)
utilizando 50% da poténcia por 5 minutos. Este processo teve o objetivo
de quebrar possiveis aglomerados existentes na amostra, uma vez que se
buscava efeitos toxicos da nanoparticula em si. Dessa forma, evita-se
resultados provenientes da decantacéo de aglomerados sobre organismos.

4.3. CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

A NP Cr,03 foi caracterizada quanto a sua forma e tamanho,
estrutura cristalina, estabilidade em suspensdo e area superficial a fim de
averiguar se a confeccdo da amostra em laboratério condiz com as

caracteristicas bésicas de uma nanoparticula.

4.3.1. Formae Tamanho
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A forma e o tamanho da NP Cr,O3 suspensa em agua ultrapura
foram avaliados através de Microscopia Eletronica de Transmissao
(MET). Foi utilizado o microscépio modelo TEM JEM 1011 (JEOL
Ltd., Tokyo, Japan), localizado no Laboratério Central de Microscopia
Eletronica (LCME) da UFSC. O objetivo foi averiguar, através das
imagens obtidas pelo MET, se a amostra se apresenta em escala
nanométrica, a sua forma e se ha a presenca ou nao de formacGes de
aglomerados.

4.3.2. Estrutura cristalina

A avaliacdo da estrutura cristalina da NP Cr,Os foi realizada no
Laboratério de Caracterizagdo Microestrutural (LCM) do departamento
de Engenharia Mecéanica através do aparelho DRX da marca Phillips,
utilizando o0 método de Difracdo de Raios X. Utilizou-se radiacdo Cu-Ka
(L =1,5405 A). Com o difratograma obtido na analise é possivel verificar
a pureza da amostra bem como se calcula o diametro médio do cristalito
através da equacao de Debye-Scherrer (Equagéo 1).

KA

- (Equacéo 1)

p-cos 6

Em que D é o didmetro médio das particulas; K € uma constante

que depende da forma das particulas; A ¢ o comprimento de onda da

radia¢do eletromagnética; f ¢ a largura na metade da altura do pico de
difracdo e 0 é o angulo de difragdo.

4.3.3. Estabilidade em Suspenséo

A estabilidade da NP suspensa em agua ultrapura foi caracterizada
no LaCBio, Laboratdrio de Catalise Biomimétrica, situado no
departamento da Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina. O
pardmetro avaliado foi o Potencial Zeta através da técnica de mobilidade
eletroforética. O equipamento utilizado é o Zetasizer Nano ZS (Figura 4).
O resultado é parametrizado em rela¢do ao valor do potencial zeta em
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mV. Sabe-se que quanto maior o mddulo deste valor, maior é a
estabilidade em suspensdo da amostra estudada.

Figura 4 - Aparelho Zetasizer

Fonte: o autor
4.3.4. Area Superficial

A analise da area superficial foi realizada no Laboratério de
Materiais Elétricos (LaMatE) do departamento de Engenharia Elétrica. O
método utilizado para essa andlise foi o método BET (ou Teoria de
Adsorcdo Multimolecular) que permite explicar a adsorcéo fisica e a
realizar a medicdo da area superficial. O aparelho utilizado para esta
caracterizacdo é 0 NOVA® Surface Area Analyzer, modelo NOVA 1200e
(marca Quantachrome Instruments).

4.4, CULTIVO DE Daphnia magna

O cultivo do microcrustaceo D. magna no LABTOX é realizado
seguindo as prescricdes da ABNT NBR 12.713/2010. Os organismos séo
mantidos em béqueres de vidro de 2 litros cada que ficam armazenados
em estufa com temperatura controlada a 18 + 2°C e fotoperiodo de 16
horas de luz. Cada recipiente é preenchido com volume aproximado de
1200 ml de meio de cultura M4 (NBR 12.713, 2010), onde séo mantidos
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até 30 individuos. O meio M4 é renovado trés vezes por semana, sendo
0s organismos transferidos para 0 novo meio e alimentados, descartando
0 meio antigo. A alimentacgdo 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
12.713/2010.

Na troca, somente os individuos adultos séo transferidos para o
novo recipiente, enquanto que os filhotes ou sdo descartados em um
recipiente com hipoclorito de sédio (NaClO) ou sdo reservados para a
utilizacdo em testes do laboratério.

45.  TESTE AGUDO COM Daphnia magna

Este teste é realizado em laboratério sob condigdes 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 12.713/2010.

Em cada recipiente de teste foram colocados 10 individuos jovens
de D. magna e, ao final das 48 horas correspondentes a duracéo do teste,
contaram-se quantos organismos se encontravam imoveis em cada
diluicdo. Os resultados foram tratados estatisticamente pelo método de
Trimmed Spearman-Karber e os valores obtidos foram expressos CEsy,
ou seja, Concentragdo Efetiva que causa imobilidade a 50% da populacéo
exposta.

Cada recipiente utilizado no teste possui capacidade maxima de 50
ml. As dilui¢Bes inseridas em cada béquer possuem volume méaximo de
25 ml. N&o ha alimentacdo 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 (Figura 5). Caso houvesse
mortalidade acima de 10% neste teste controle, 0 ensaio ndo seria
validado, conforme norma. O controle positivo foi realizado com
diluicBes de dicromato de potassio.

Para a realizacdo destes testes, foi confeccionada uma solugdo mae
de 500 mg/L. A partir de testes preliminares, optou-se por investigar a
faixa de concentracGes de 0,5 mg/L a 8 mg/L. Os resultados foram
tratados por andlise estatistica Trimmed Spearman-Karber.
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Figura 5 - Montagem de teste agudo com NP Cr203

Fonte: o autor

4.6. 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 cronicos
com Daphnia magna, o periodo de tempo em que 0S organismos sdo
submetidos & amostra é de 21 dias.

Ao final do periodo do teste, os resultados foram tratados
estatisticamente e os valores obtidos foram CENO — Concentragdo de
Efeito Nao-Observado — e CEO — Concentracdo de Efeito Observado.

Os parédmetros analisados em um ensaio crénico com D. magna
s&o: longevidade, reproducao e crescimento. E possivel também observar
alteragdes morfoldgicas. O parametro de reproducdo consistiu em contar
0 nimero de filhotes por D. magna ao longo dos 21 dias. A média de
filhotes por réplica foi realizada dividindo o nimero de filhotes pelo
nimero de posturas de uma D. magnha. O pardmetro de crescimento
consistiu em medir através de lupa de aumento e régua milimetrada o
comprimento de cada D. magna sobrevivente ap6s 21 dias de ensaio. Ja
0 parametro de longevidade consistiu em realizar a contagem de
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individuos adultos sobreviventes apds 21 dias. Os valores para estes trés
parametros foram comparados com os do teste controle e, apds analise
estatistica, foram obtidos a CENO e a CEO, Concentracédo de Efeito Ndo
Observado e Concentracéo de Efeito Observado, respectivamente.

A disposicdo do teste cronico consistiu em 10 béqueres por
diluicdo enfileirados, bem como no teste controle, sendo que havia um
organismo recém-nascido por béquer, conforme Figura 6. Houve a troca
do meio e alimentacdo 3 vezes por semana. O teste com D. magna é uma
adaptacdo da ISO 10.706/2000 e da NBR 13.373/2010.

Figura 6 - Montagem de teste cronico com NP Cr203

Fonte: o autor

As diluigdes escolhidas para o teste crénico foram selecionadas
partir da CEso encontrada nos testes agudos, uma vez que apresentariam
efeitos subletais. Dessa maneira, as concentracdes investigadas foram as
seguintes: 5,0 mg/L; 4,0 mg/L; 3,0 mg/L; 2,0 mg/L; 1,0 mg/L; 0,5 mg/L;
0,25 mg/L; 0,10 mg/L e 0,05 mg/L. O controle negativo foi realizado
somente com meio M4, o meio de cultivo da D. magna.

4.7.  TESTE DE SENSIBILIDADE COM Daphnia magna
Para validacao dos testes agudo e cronico, foi realizado teste com

substancia de referéncia para averiguar a sensibilidade dos organismos D.
magna utilizados nos ensaios toxicoldgicos. A sensibilidade consiste em
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realizar um teste expondo por 24 horas individuos jovens a diluicdes de
dicromato de potéssio (K2Cr.07) em meio 1SO. A metodologia aplicada
a este teste é a mesma do teste agudo, porém as concentragdes ja sdo pré-
definidas, sendo 0,5; 0,7; 0,9; 1,1 e 1,3 mg/L. A faixa adequada da
sensibilidade para D. magna é entre 0,6 e 1,7 mg/L (NBR 12.713, 2010).

4.8, TESTE AGUDO COM Aliivibrio fischeri

O teste de toxicidade para Aliivibrio fischeri é baseado na ISO
11.348-3 e na ABNT NBR 15.411-3 — Ecotoxicologia aquatica —
Determinacao de efeito inibitério de amostras de agua sobre a emisséo de
luz de Aliivibrio fischeri (Ensaio de bactéria luminescente), para bactérias
liofilizadas pelo equipamento Microtox®. O resultado obtido é CEso,15min,
ou seja, concentracdo efetiva que causa a inibicdo de 50% da
luminescéncia em 15 minutos. Obteve-se, também, a CEszo 3omin
correspondente a uma exposi¢ao por 30 minutos.

A temperatura para a realizacdo do teste & controlada pelo
equipamento, sendo que as séries de diluicdo sdo mantidas em 15°C £ 1°C
e 0 reagente bacteriano em 3°C. A medi¢do da intensidade luminosa
emitida pelas bactérias é realizada em trés momentos: antes da bactéria
entrar em contato com amostra a ser testada, 15 e 30 minutos apds o
contato da bactéria com a amostra, sendo que 15 minutos é o tempo mais
usual. Os procedimentos a serem executados para a realiza¢do do teste
sdo controlados pelo software Microtox Omni 4.0 que € gerenciado pelo
préprio equipamento (FUZINATTO, 2009).

Antes da realizagdo do teste, o pH da amostra foi verificado,
estando entre 6,0 e 8,5, faixa estabelecida pela norma para realizagdo do
teste. Assim, ndo foi realizada a correcdo do pH.

Para a validacéo do teste agudo com A. fischeri deve ser realizado
teste de sensibilidade. O lote de bactérias e a metodologia foram os
mesmos utilizados no teste agudo. A substancia de referéncia utilizada
para os testes de sensibilidade é o sulfato de zinco heptahidratado
(ZnS04.7H20). A CEsp1smin para o0 sulfato de zinco deve ser um valor
entre 2 — 10 mg/L.

4.9. TESTE DE GERMINACAO Lactuca sativa L.
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Para a realizag&o dos testes, adquiriram-se pacotes de sementes de
alface da espécie Lactuca sativa L. em um Uunico estabelecimento
comercial de Florian6polis/SC. As sementes utilizadas foram da marca
FELTRIN® com 99,7% de pureza e validade até Fevereiro de 2015.

Os testes realizados se basearam nas Regras para analise sementes
(RAS) fornecidas por Brasil (2009). Para L. sativa, as condigdes
propostas nas RAS possibilitam a realizacdo do teste sobre papel filtro no
interior de placas tipo petri, sob temperatura entre 15°C e 20°C. A duragdo
do teste foi de sete dias, sendo que se procedeu com uma contagem inicial
de sementes germinadas, isto &, daquelas que apresentaram emergéncia e
desenvolvimento das estruturas essenciais do embrido, no 4° dia de teste.
A contagem final é dada no 7° dia, em que é calculada a porcentagem de
sementes germinadas em relacdo as sementes do controle negativo
(somente agua destilada). Ainda, mediu-se o tamanho da radicula (raiz
primaria da planta) a fim de analisar estatisticamente se ha
comprometimento no desenvolvimento.

Os testes foram realizados em placas tipo petri de vidro com
dimensdes de 15 cm de diametro e 2,5 cm de altura. Optou-se por realizar
5 réplicas por concentracdo estudada. Forrou-se cada placa petri com dois
discos de papel filtro com porosidade 28 um, sendo dispostas 10 sementes
espacadas igualmente. Os papéis foram umedecidos com a solucdo de NP
Cr,03 em &gua destilada no inicio e na metade do teste. A quantidade de
amostra (em ml) aplicada estava dentro da faixa recomendada pela RAS,
sendo de 2 a 3 vezes 0 peso do substrato (em mg).

A partir de testes preliminares, optou-se por investigar as seguintes
dilui¢Bes: 50 mg/L; 100 mg/L; 250 mg/L e 500 mg/L. O controle negativo
foi realizado somente com agua destilada e o controle positivo com 100
mg/L de dicromato de potassio. Apds os sete dias de teste, contabilizou-
se a quantidade de sementes germinadas em cada diluigdo investigada,
bem como nos controles negativo e positivo. Também foi realizada a
medicdo do comprimento das radiculas com auxilio de papel milimetrado.
As médias obtidas foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, garantindo 95% de confianga no resultado.

4.10. QUANTIFICACAO DE CROMO

A quantificacdo de metais em suspensdo € realizada através do
método de espectrometria de absorcdo atdmica (AAS). Este método
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envolve a medida da absorc¢do da intensidade da radiacéo eletromagnética
por atomos gasosos no estado fundamental (KRUG et al., 2004).

Segundo Krug et al. (2004), existem dois tipos de espectrometrias
de absorcdo atdbmica, sendo uma com chama (FAAS) e outra com forno
de grafite (GFAAS). A primeira envolve medi¢cdes em mg/L enquanto
gue a segunda analisa na escala de pg/L. Devido a testes preliminares,
optou-se por realizar somente a quantificagdo por FAAS. Esta andlise
guantifica o cromo total da amostra, porém considerou-se que as amostras
eram compostas por fons Cr*, uma vez que se supde que a NP Cr,O; seja
fonte somente do ion cromo neste estado de oxidacao.

Foram realizadas as quantificacbes do cromo total e o cromo
biodisponivel.

4.10.1. Preparacdo das amostras para cromo total

Como etapa de preparacdo da amostra para as leituras de cromo
total em FAAS, fez-se a digestdo acida das solugdes de NP Cr,O3 em
meios utilizados nos testes toxicoldgicos, ou seja, meio ISO para testes
agudos com D. magna, meio M4 para testes cronicos com D. magna, meio
diluente (NaCl) para testes com A. fischeri. O controle positivo foi
realizado com dicromato de potassio (K:Cr;O7). Também foram
realizados controles negativos a partir dos meios de cultura. Todas as
leituras foram realizadas em ftriplicatas. Para o branco, foi utilizada
somente agua ultrapura. As concentracdes da amostra estdo descritas na
Tabela 3.

Tabela 3— Concentragdes de NP Cr203 em cada meio para o procedimento da digestéo
acida

MEIO CONCENTRACOES (mg/L)
ISO 2,0 4,0 10,0
DILUENTE
(NaCl) 2,0 4,0 10,0
M4 0,25 2,0

Fonte: o autor

A digestdo acida foi adaptada da EPA — 3010A (Acid digestion of
aqueous samples and extracts for total metals for analysis by FLAA or
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ICP spectroscopy). Consistiu em acidificar com 1,5 ml de acido nitrico
(HNOs3) concentrado 50 ml das amostras, transferi-las a béqueres de teflon
e coloca-las em chapa de aquecimento a 200°C. Todo o procedimento foi
realizado em capela quimica, conforme Figura 7. Ap6s as amostras
reduzirem para aproximadamente metade do volume original, foram
retiradas da chapa para esfriar até temperatura ambiente. Foi entdo
adicionado 1 ml de &cido cloridrico (HCI) (1:1) e 1,5 ml de HNO3
concentrado em cada béquer e, realocando-os na chapa até aquecerem em
ponto de fervura. Com isso, completou-se o volume para 50 ml com agua
ultrapura. Quando as amostras reduziram-se novamente para 25 ml, foram
retiradas da chapa para novo resfriamento. A Gltima etapa realizada foi a
filtracdo das amostras (em filtro de 28 pum) digeridas e adicdo de agua
ultrapura até completar 50 ml.

Figura 7 — Digestdo acida das amostras de NP Cr203

Fonte: outor
4.10.2. Preparacdo das amostras para cromo biodisponivel

Para a quantificacdo do cromo biodisponivel, a NP Cr,O3 foi
suspensa nas mesmas concentracdes utilizadas para cromo total, em cada
meio de teste. A avaliacdo do cromo biodisponivel no meio diluente de
teste para sementes foi realizada apenas na concentragdo mais alta, 500
mg/L.

A digestdo parcialmente acida foi adaptada de American Public
Health Association (1998). Consistiu em filtrar uma aliquota de 50 ml da
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amostra em filtro de seringa 0,45 um e ajustar os valores de pH < 2 com
acido cloridrico (HCI) (1:1).

4.10.3. Espectrometria de absorgéo atdbmica com chama (FAAS)

A quantificacdo de cromo foi realizada nas dependéncias do
Laboratério Integrado de Meio Ambiente (LIMA) no departamento de
Engenharia Sanitaria e Ambiental, através do aparelho Varian 50-B

(Figura 8).

Figura 8 - Equipamento utilizado para quantificacdo de cromo
\ 4 1\ = !

Fonte‘: 0 autor
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 CARACTERIZAGAO DA NANOPARTICULA

Através da microscopia eletrénica de transmissdo — MET (Figura
9), pode-se observar que a amostra de NP Cr,O3 possui morfologia
irregular com rara formacgdo de aglomerados. O tamanho estimado da
amostra varia entre 15 e 30 nm, estando dentro escala considerada
nanomeétrica.

quura 9-— Mlcroqrafla Dor MET da NP Cr203
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Fonte: o autor

B aed

O difratograma obtido do DRX (Figura 10) apresenta 0s mesmos
picos encontrados na literatura (JCPDS card, n® 85-0869), identificando a
amostra como 6xido de cromo Il e indicando sua pureza. O diametro
médio do cristalito obtido pela equagdo de Debye-Sherrer foi de 28,40
nm.
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Figura 10 — Difratograma NP Cr203
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Fonte: o autor

Ao realizar a comparagdo entre os valores de didmetro obtidos
visualmente pelo MET com o didmetro médio do cristalito calculado
através do DRX, pode-se supor que na amostra utilizada uma
nanoparticula de Cr.O3 é formada por um cristalito.

Os resultados provenientes das outras técnicas de caracterizacdo

sdo encontrados na Tabela 4.

Tabela 4 - Pardmetros de caracterizacdo de NP Cr203

PARAMETRO RESULTADO
Potencial Zeta -19,65 + 0,27 mV
Avrea Superficial 16,008 m2/g
pH em meio de cultivo D. magna 7,23
pH em agua ultrapura 6,87

Fonte: o autor

Em relacdo ao potencial Zeta, o valor encontrado (-19,65 mV)
demostra pouca estabilidade da amostra em suspensdo. Um estudo
realizado por Wisniewska & Szewczuk-Karpisz (2013) mostrou que uma
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amostra de Cr.03 em pH = 3 apresentou potencial zeta igual a 40 mV,
sendo considerado estavel. Em pH = 6, observou-se que o 6xido de cromo
111 apresentava instabilidade, promovendo a coagulacao das particulas em
suspensdo (WISNIEWSKA & SZEWCZUK-KARPISZ, 2013).

Segundo o manual do equipamento utilizado no ensaio, para a
solucdo ser considerada estavel, o potencial zeta deve apresentar valor
absoluto acima de 30 mV (MALVERN, 2004).

52.  TESTES TOXICOLOGICOS
5.2.1. Teste Agudo com D. magna

O resultado obtido pelo teste agudo pode ser observado na Tabela

5.
Tabela 5 - Resultados dos testes agudos com D. magna
. Controle
pH CEso Controle Negativo Positivo
7,83 BTyl || G S 0,833 mg/L
toxico

Fonte: o autor

Freitas (2006) testou a exposi¢cdo aguda de Daphnia similis a
cloreto de cromo Il para avaliar o efeito das microparticulas de Cr(lll),
chegando a CEso igual a 3,24 mg/L. Este valor é cerca de duas vezes mais
toxico do que o obtido para a NP Cr,03 utilizada no presente estudo. Kithn
et al. (1989) apresentam resultados para testes agudos com D. magna
expostas a Cr(lll) (usando cloreto de cromo IIl) e a Cr(VI) (usando
dicromato de potassio) por um periodo de 24 horas. As CEsy séo
respectivamente 22 mg/L e 0,93 mg/L. A diferenca significativa entre os
resultados pode ser explicado pela maior sensibilidade dos organismos D.
similis em comparacdo com D. magna. Esta hip6tese é corroborada por
Beatrici (2004) que em seu estudo comparou 0s dois organismos expostos
a dicromato de potassio, concluindo que D. magna é a espécie mais
resistente a0 composto.

Ja Xia et al. (2013) realizou testes agudos com D. magna expostas
a nanoparticulas de metal cromo (tamanho do grdo 800 nm), chegando a
CEsp equivalente a 0,96 mg/L. Como foi testada a NP Cr em estado puro,
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a maior toxicidade observada no ensaio pode estar associada ao estado de
oxidacao do cromo e ndo ao seu tamanho.

5.2.2. Teste Cronico com D. magna

Para a realizacdo do teste cronico, os organismos utilizados foram
retirados de cultura que apresentou sensibilidade igual a 1,03 mg/L para
dicromato de potéssio. Considerando a CEso proveniente do teste agudo,
equivalente a 6,79 mg/L, era de se esperar que ndo houvesse mortalidade
de todos os organismos expostos a concentragdes de NP Cr,Os inferiores
a esta. Contudo, em testes preliminares, foi observado mortalidade antes
dos 21 dias (duracgdo do teste cronico) para as concentracdes 0,50 mg/L;
1,0 mg/L; 2,0 mg/L; 3,0 mg/L; 4,0 mg/L e 5,0 mg/L. Nesta ultima,
inclusive, houve a mortalidade de todos os organismos antes de
completados dez dias de exposi¢do. Também observou-se efeito crdnico
sobre a morfologia dos organismos. Ambas as D. magnas mostradas na
Figura 11-B e C apresentaram encurtamento do espinho apical em relagédo
ao controle (Figura 11-A) quando submetidas a concentracdo de 0,5
mg/L, cerca de 13 vezes menor que a concentragdo que causa efeito
agudo.

Figura 11 - AlteragBes morfoldgicas em D. magna expostas a NP Cr20s. A: D.
magna controle negativo. B e C: D. magna com reducéo de espinho apical (em
destaque)

Fonte: o autor

As figuras 12, 13 e 14 apresentam os graficos correspondentes a
longevidade, ao crescimento e a reprodugdo, respectivamente. Nestes
graficos estdo apresentadas somente as concentragBes em que houve
organismos sobreviventes em 21 dias de exposicao.
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Figura 12 - Resultado para o parametro longevidade
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Fonte: o autor

Nas dilui¢cdes 0,10 mg/L e 0,25 mg/L sobraram 8 e 1 organismos
respectivamente. Na menor diluicdo testada, 0,05 mg/L, ndo ocorreu
mortalidade. A Unica morte observada no controle pode significar
descuido no manuseio, sendo que ocorreu no 19° dia de exposicao.
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Figura 13 - Resultado para o pardmetro comprimento
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Fonte: o autor

Para 0 crescimento, o comprimento médio dos organismos do
controle negativo foi equivalente a 4,25 + 0,34 mm, enquanto que para as
outras dilui¢des foram 4,1 + 0,46 mm para 0,05 mg/L, 4,00 + 0,05 mm
para 0,10 mg/L e 3,9 mm para 0,25 mg/L. Sendo que nesse parametro ndo
foi observado diferenga significativa entre os tratamentos e o controle.



Figura 14 — Resultado para o pardmetro reprodugao
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Fonte: o autor
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A reproducdo observada no controle negativo foi equivalente a
9,98 + 2,50 filhotes por réplica, enquanto que nas diluicdes foram 10,61
+ 1,45 filhotes por réplica para 0,05 mg/L, 10,08 + 1,42 filhotes por
réplica para 0,10 mg/L e 8,7 filhotes por réplica para 0,25 mg/L.

Apos anélise estatistica dos valores através do software Dunnet,
chegou-se aos resultados para CEO e CENO, contidos na Tabela 6.

Tabela 6 — Resultados de CEO e CENO para teste crénico

Parametro Longevidade | Crescimento Reproducéo
CEO 0,25 mg/L > 0,25 mg/L > 0,25 mg/L
CENO 0,10 mg/L 0,25 mg/L 0,25 mg/L

Fonte: o autor
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Xia et al. (2013) também realizaram a exposicao cronica de D.
magna a NP de cromo. A CENO obtida foi equivalente a 0,002 mg/L.
Outro dado relevante é que na concentra¢do 0,01 mg/L, ocorreu inibicdo
da reproducdo. Kiihn et al. (1989) realizaram teste crénico com D. magna
expostas a cloreto de cromo Il a fim de averiguar a toxicidade do Cr3*.
A CENO encontrada foi igual a 0,70 mg/L, referente ao pardmetro de
reproducdo.

5.2.3. Teste com A. fischeri

Para a sensibilidade dos organismos, foi utilizado o lote de
bactérias 12B4010 e a CEsoismin resultante foi igual a 3,01 mg/L,
garantindo confiabilidade de resultados.

Utilizando o mesmo lote de bactérias, o resultado encontrado de
duas leituras, uma com exposi¢do da NP por 15 minutos (CEso,ismin) €
outra por 30 minutos (CEso,somin), esta descrito na Tabela 7.

Tabela 7 - Resultados para teste com A. fischeri
pH CEs0,15min CEs50,30min

6,09 16,10 mg/L 12,91 mg/L

Fonte: o autor.

Os resultados encontrados estdo proximos a CEsg encontrado para
0 organismo D. magna, indicando que a amostra é toxica para o
organismo A. fischeri.

5.2.4., Testes com L. sativa L.

Os resultados referentes a taxa de germinacao estdo apresentados
na Tabela 8.
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Tabela 8 - Porcentagem de germinacéo de L. sativa L.

Controle 50 100 250 500 Controle
Negativo | mg/L | mg/L | mg/L | mg/L Positivo

Porcentagem
de 100% 98,0% | 100% | 100% | 98,0% 96,3%
Germinacao

Fonte: o autor

A ndo germinacdo de sementes nas dilui¢cées 50 mg/L e 500 mg/L
pode estar atribuida a ma qualidade das mesmas, uma vez que nao houve
ocorréncia semelhante nas concentragdes intermediarias.

Os resultados dos tamanhos das plantulas com respectivos desvios
padrdo se encontram na Tabela 9.

Tabela 9 - Comprimento médio (cm) das radiculas para cada diluicao

Controle Negativo 8,00 £ 2,43 cm
50 mg/L 590+ 1,73 cm
100 mg/L 4,20+ 1,39 cm
250 mg/L 2,90 £ 0,74 cm
500 mg/L 2,10+ 0,51 cm
Controle Positivo 1,60 = 0,49 cm

Fonte: o autor

A comparacdo das médias dos comprimentos das radiculas pelo
teste de Tukey (através do software Action) indicou que os valores para
as diluigdes 250 mg/L e 500 mg/L ndo possuem diferenca significativa
entre elas. Também ndo foi constatada diferenca significativa entre as
médias da concentracdo 500 mg/L e do controle positivo.

A significativa diferenca entre o comprimento médio do controle
negativo (dgua destilada) e do controle positivo (K2Cr20y7) é corroborada
por Gorsuch, Ritter & Anderson (1995), que relacionam a presenca de
Cr(VI1) com a reducdo do tamanho das radiculas das sementes de alface
testadas.
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5.3. QUANTIFICAGAO DE CROMO

As médias de quantificacdo em meio ISO de cromo total, pela
digestdo acida, e do cromo biodisponivel, pela digestdo parcialmente
acida, sdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 - Concentragfes de Cr em diferentes diluicdes de NP Cr.03 em meio 1ISO

CROMO CROMO
TOTAL BIODISPONIVEL
Controle Negativo 0,166 + 0,006 mg/L 0,104 £ 0,003 mg/L
2 mg/L 0,254 £ 0,025 mg/L | 0,215 * 0,008 mg/L
4 mg/L 0,369 + 0,020 mg/L | 0,345+ 0,021 mg/L
10 mg/L 0,643 £0,019 mg/L | 0,555 + 0,038 mg/L

Fonte: o autor

A partir do Teste de Tukey, sabe-se que todas as concentragdes de
cromo em meio ISO possuem diferencas significativas entre si, tanto as
de cromo total quanto de cromo biodisponivel.

Para todas as concentra¢fes de NP Cr»QO3 investigadas, os valores
de cromo se encontram abaixo do valor limite de Cr(I1l) permitido pela
resolugdo CONAMA 430/2011, que é de 1,0 mg/L. Assim, para a CEsp =
6,79 mg/L apresentada no teste agudo com D. magna, presume-se que a
concentracdo de cromo total na diluicdo esteja entre os valores de 0,369
mg/L e 0,643 mg/L. Utilizou-se 0 método de regressdo linear para a
obtencdo da concentragdo aproximada de cromo para a CEsp 6,79 mg/L
de NP Cr0s, resultando em 0,492 mg/L. Da mesma maneira,
considerando os resultados de cromo biodisponivel, a CEso apresenta
concentragBes de cromo entre 0,345 mg/L e 0,555 mg/L, com valor
aproximado de 0,429 mg/L. Assim sendo, pode-se afirmar que héa
possibilidade de efeitos deletérios nos organismos mesmo quando estes
estdo submetidos a efluentes com concentragcdes de cromo inferiores ao
limite maximo indicado pela legislacéo.

O controle positivo foi realizado com 10 mg/L de dicromato de
potassio em meio ISO e em 4gua ultrapura. Optou-se por realizar somente
a digestdo acida. Em meio ISO o resultado foi igual a 3,80 + 0,82 mg/L
enquanto que em agua ultrapura a quantificacdo extrapolou a curva de
calibracgdo realizada no aparelho, indicando que os ions de cromo sdo mais
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facilmente dissolvidos quando ndo ha presenca de sais dissolvidos na
agua de diluigdo.
A quantificacdo de cromo no meio M4 é apresentada na Tabela 11.

Tabela 11 - Concentragdes de Cr em diferentes diluicdes de NP Cr.03 em meio M4

CROMO CROMO
TOTAL BIODISPONIVEL
Controle Negativo 0,119 £ 0,015 mg/L 0,124 + 0,004 mg/L
0,25 mg/L 0,171+ 0,020 mg/L | 0,158 + 0,014 mg/L
2,0 mg/L 0,251 £0,024 mg/L | 0,251 +0,019 mg/L

Fonte: o autor

A menor CEO encontrada no teste cronico com D. magna foi 0,25
mg/L. Nesta diluicdo, a concentracdo de cromo total encontrada foi igual
a 0,171 mg/L, ou seja, inferior ao limite maximo permitido para
lancamento de efluentes na resolugdo CONAMA 430/2011 em cerca de
6 vezes. Ja a concentragdo de cromo biodisponivel, para a mesma
diluicéo, foi igual a 0,158 mg/L.

Os resultados da quantificacdo de cromo em meio diluente NaCl
sdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 - Concentragdes de Cr em diferentes diluicbes de NP Cr.03 em meio
diluente NaCl

CROMO CROMO
TOTAL BIODISPONIVEL
Controle Negativo | 0,037 £0,005mg/L | 0,030 + 0,020 mg/L
2 mg/L 0,109 £ 0,015 mg/L | 0,098 + 0,019 mg/L
4 mg/L 0,168 + 0,004 mg/L | 0,155 + 0,033 mg/L
10 mg/L 0,344 £ 0,005 mg/L | 0,429 + 0,040 mg/L

Fonte: o autor

A partir do teste com A. fischeri, presume-se que ambas CEsg,15min
e CEsozomin (16,10 mg/L e 12,91 mg/L respectivamente) tenham
concentracdes de cromo inferiores a permitida pela legislagio CONAMA
430/2011. Utilizando o método de regressao linear, obtém-se que para
16,10 mg/L de NP Crx0s3 a concentracdo de cromo total seja
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aproximadamente igual a 0,531 mg/L. Da mesma maneira, para 12,91
mg/L de NP Cr,03, a concentra¢do aproximada é de 0,434 mg/L de cromo
total. Porém, para o cromo biodisponivel, tem-se que para CEso,1smin @
concentracdo é 0,665 mg/L e para CEsp,zomin € 0,536 mg/L. Estes valores
sdo superiores aos resultados oriundos de cromo total. Isto pode ser
decorrente da confeccdo do meio diluente NaCl, realizado em dias
diferentes, e da calibragdo do equipamento.

Na concentragdo mais alta utilizada no teste com sementes de
alface, ou seja, 500 mg/L em 4&gua destilada, ndo foi possivel a
quantificacdo, pois esta também extrapolou a curva de calibracdo
realizada no equipamento. Nas analises feitas somente com agua destilada
(branco) néo foi detectada presenca de cromo.
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6. CONCLUSOES
Os resultados encontrados neste estudo permitem concluir que:

A NP Cr;03 apresentou toxicidade aguda ao organismo Daphnia
magna em concentracdo de cromo inferior a maxima permitida na
legislagio CONAMA 430/2011;

A NP Cr,03 apresentou toxicidade aguda ao organismo Aliivibrio
fischeri em concentracdo de cromo inferior & méxima permitida na
legislacgio CONAMA 430/2011;

Quanto ao teste crénico, a NP Cr.03 apresentou efeito deletério
sobre a longevidade dos organismos D. magna expostos a concentracfes
bem inferiores as permitidas na legislac&o.

Na avaliacdo realizada com sementes de alface, ndo foi observado
nenhum efeito significativo na germinacdo destas nas concentragdes
investigadas. Quanto ao crescimento das radiculas, houve efeito toxico
em todas as concentraces investigadas em comparagdo ao controle
negativo. Em 500 mg/L foi observada toxicidade semelhante a
proveniente de dicromato de potassio.
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7. RECOMENDAGOES

A partir da pesquisa realizada, percebe-se a importancia da
toxicologia ambiental na avaliagdo dos produtos da nanotecnologia.
Para estudos futuros recomenda-se:

Realizacdo de novos ensaios cronicos com Daphnia magna para
obtencdo de CEO e CENO para os parametros de reproducdo e
crescimento.

Realizacdo de teste com sementes de Lactuca sativa abrangendo
concentragdes superiores as investigadas para determinar a concentragéo
gue causa efeito na germinacdo. Também realizar teste com
concentracBes inferiores as investigadas para determinar a concentracdo
que ndo gera diferenca significativa sobre os tamanhos das plantulas com
o0 controle negativo.

Investigar o efeito de bioacumulagdo nos organismos a partir de
ensaios de toxicidade em diferentes niveis troficos.

Investigar a toxicidade da NP Cr,O3 em nivel celular a fim de
compreender os efeitos da exposi¢cdo da amostra no interior dos
organismos.
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