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RESUMO

Atualmente a nanotecnologia € uma ciéncia promissora em grande parte pelas propriedades
mecanicas, Opticas, magnéticas ou quimicas apresentadas pelas nanoparticulas e 0s
nanomateriais. As nanoparticulas de prata, foco deste estudo, tem sido produzidas
comercialmente em larga escala devido as suas propriedades como boa condutividade, alta &rea
superficial e excelente atividade antimicrobiana que as qualifica para uma série de
aplicabilidades. Apesar das perspectivas animadoras sobre os beneficios da nanotecnologia, a
nanotoxicologia vem ganhado espaco na comunidade cientifica através necessidade de se obter
mais informacdes, especialmente com relacdo & seguranca desses materiais em escala
nanométrica frente a sistemas biologicos. Objetivando avaliar os possiveis efeitos causados
pelas nanoparticulas de prata a organismos aquéaticos realizou-se testes toxicologicos
caracterizados pela exposicdo da microalga Desmosdesmus subspicatus a diversas
concentragbes de nanoparticulas de prata, 25, 50, 100, 200, e 400 pg. L™1, sob condicGes de
iluminacdo, aeracdo e tempo de ensaio determinados. As nanoparticulas de prata foram
sintetizadas e caracterizadas por Microscopia Eletrdnica de Transmissdo, Potencial Zeta e
Espectroscopia de Absorcdao UV-Visivel, apresentando um didmetro de 4,6 nm e uma area
superficial de 124,2 m2.,g~*, morfologia esférica, boa dispersao e um certo grau de instabilidade.
Os testes de toxicidade cronica foram realizados em triplicata, apds anélise estatistica dos dados
obtidos chegou-se a uma curva dose-resposta que permitiu verificar a concentracdo efetiva do
agente toxico capaz de inibir 50% do crescimento da biomassa algacea, CEs 5,5, de 0,3148 +
0,096 mg.L~1 Evidencia-se a alta toxicidade das nanoparticulas de prata frente a organismo
aquaticos, bem como a importancia de estudos destinados a analisar os efeitos causados por
substancias quimicas aos sistemas biologicos e recomenda-se a realizacdo de mais testes para
identificar os demais efeitos causados pelas nanoparticulas de prata e aumentar a confiabilidade
do resultado obtido neste estudo, uma vez que, este valor ndo pode ser comparado com
seguranca com os demais trabalhos devidos as particularidades que cada um apresenta.

Palavras-chave: Microalgas, Desmodesmus subspicatus, nanoparticulas de prata,
nanotoxicologia.



ABSTRACT

Currently, nanotechnology is a promising science mostly due to the mechanical, optical,
magnetic and chemical properties presented by nanoparticles and nanomaterials. Silver
nanoparticles, the focus of this study, have been commercially produced on a large scale due to
their properties such as good conductivity, large surface area, and excelente antimicrobial
activity that qualifies them for a range of applicability. Despite the encouraging perspectives
on the benefits of nanotechnology, nanotoxicology has gained space in the scientific community
due to the need to obtain more information, especially regarding the safety of these nanometer
scale materials against biological systems. In order to evaluate the possible effects caused by
silver nanoparticles to aquatic organisms, toxicological tests were performed, characterized by
the exposure of the microalgae Desmodesmus subspicatus, to diferent concentrations of silver
nanoparticles, 25, 50, 100, 200 e 400 pg.L™1, under apecified lighting, aeration and test time
conditions. The silver nanoparticles were synthesized and characterized by Transmission
Electron Microscopy, Zeta Potencial and UV-Visible Absorption Spectroscopy, presenting a
diameter of 4,6 nm and a surface area of 124,2 m2.g~1, spherical morphology, good dispersion
and a certain degree of instability. The chronic toxicity tests were performed in triplicate, after
statistical analysis of the data obtained, a dose-response curve was reached and allowed to
verify the effective concentration of the toxic agent capable of inhibiting 50% of algal biomass
growth ECs 7., de 0,3148 + 0,096 mg.L™1. The high toxicity of silver nanoparticles towards
aquatic organisms is evidenced, as well as the importance of studies aimed to analyzing th
effects caused by chemical substances on biological systems and it is recommended to perform
more tests to identify the other effects caused by silver nanoparticles and increase the reliability
of the result obtained in this study, since this value cannot be safely compared with other studies
due to the particularities that each one presents.

Keywords: Microalgae, Desmodesmus subspicatus, silver nanoparticle, nanotoxicology.
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1 INTRODUCAO

A entrada na nanotecnologia no mundo da ciéncia revolucionou todas as suas
areas. A nanotecnologia é conhecida como uma ciéncia em constante evolucao desde seu
surgimento, em meados do século XX, e estd atrelada a uma ampla variedade de
disciplinas e aplicacBes (SINGH et al., 2020) devido as notaveis propriedades
diferenciadas que os materiais nanotecnoldgicos e as nanoparticulas apresentam
(SEGALA, 2009).

O aproveitamento das propriedades apresentadas pelas nanoparticulas (NPs) com
grande area superficial como propriedades mecénicas, dpticas, magnéticas ou quimicas
distintas de particulas e superficies macroscoépicas, em aplicacdes tecnoldgicas forma a
base da nanotecnologia de materiais (QUINA, 2004). Singh et al. (2020) salientam que
0s materiais de escala nanométrica sdo pautados como base para grandes avangos
tecnoldgicos, possibilitando desenvolvimentos no campo da eletrénica, manufatura,

tecnologia de comunicacao, biologia e medicina.

Dentre as nanoparticulas metélicas existentes, destacam-se as nanoparticulas de
cobalto, ouro e prata. O interesse em nanoparticulas de prata (AgNPs), foco de estudo, se
da devido a sua boa condutividade, elevado efeito catalitico, alta area superficial e
excelente atividade antimicrobiana, propriedades que as qualificam para ser utilizadas em
diversos aspectos, como reducdo de infeccOes, prevengdo a colonizagdo bacteriana em
superficies de prétese, em cateteres e materiais odontolégicos, bem como na industria de
alimentos, eletrbnicos, no tratamento de agua e na fabricacdo de tintas antibacterianas
(GUZMAN; DILLE; GODET, 2008).

Apesar das perspectivas animadoras sobre os beneficios da nanotecnologia, a
nanotoxicologia, um ramo da toxicologia dedicado ao estudo dos efeitos toxicologicos de
nanomateriais em diferentes sistemas bioldgicos, incluindo células, tecidos e organismos
vivos vem ganhado espago na comunidade cientifica. Esta urgéncia surgiu através
necessidade de se obter mais informacg6es, especialmente com relagdo a seguranca de
materiais em escala nanométrica, uma vez que, o conhecimento atual sobre os potenciais
efeitos adversos das nanoparticulas ainda é limitado (STERN; MCNEIL, 2007; DURAN
et al., 2018).

1 Este trabalho de conclusdo de curso esta organizado em formato de artigo cientifico
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As AgNPs sdo produzidas comercialmente em larga escala e devido a sua
aplicabilidade, especialmente em eletrénicos, € esperado que a producdo aumente ainda
mais. Portanto, os ambientes aquaticos estdo sujeitos ao contato com as nanoparticulas
fator que leva a preocupacdes quanto ao seu impacto (NIKMATIN et al., 2017; JIANG,
etal., 2017).

Atualmente, pesquisadores ainda estdo tentando entender, em detalhes, como as
propriedades fisico-quimicas e morfologicas dos nanomateriais podem influenciar as
interacbes destes com células, animais, seres humanos e meio ambiente, e assim
determinar seu impacto final para a satide e 0 meio ambiente (DURAN et al., 2018).

A preocupacdo em relacdo as propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas
fundamenta-se no fato de que a entrada e 0 acimulo em organismos vivos sdo facilitados,
uma vez que, o tamanho destas estruturas viabiliza sua entrada em barreiras bioldgicas
teciduais e membranas celulares levando a efeitos toxicos (SINGH et al., 2020).

Outro fator preocupante é a fécil difusdo de nanoparticulas na agua, ar e solo
combinada com a dificil remocdo por técnicas de filtragdo comumente utilizadas. De
modo geral, a biodisponibilidade, biodegradabilidade e toxicidade de novos
nanomateriais devem ser analisadas e esclarecidas, visto que estes sdo encontrados em
ambientes aquéticos e terrestres e eventualmente atingem a cadeia trofica, podendo ser de
alguma forma tdéxico para varias espécies, incluindo, invertebrados, algas, bactérias
crustaceos, nematdides, mamiferos, peixes e ratos (PASCHOALINO et al., 2010;
LANDA et al., 2012; EXBRAYAT et al., 2015; SINGH et al., 2020).

O Brasil ndo é um exemplo de preocupacdo com responsabilidade na politica da
nanotecnologia, o quadro regulatério ainda é incerto, pois dentre os projetos de lei
relacionados alguns foram arquivados e outros encontram-se em tramitacdo. Exemplifica-
se 0 PL 5076/2005 que dispunha de regulamentacfes quanto a pesquisa em
nanotecnologia no pais, criaa Comissdo Técnica Nacional de Nanosseguranca (CTNano)
e institui o Fundo de Desenvolvimento de Nanotecnologia (FDNano) e o PL 6741/2013,
que dispbe da Politica Nacional da Nanotecnologia, abordando tépicos como pesquisa,
producdo, destino de rejeitos e 0 uso da nanotecnologia em si (P1ZZl; FUMAGALLI;
OLIVEIRA, 2016; HUPFFER; LAZZARETTI, 2019; BRASIL, 2022).

Em vista disso, estudos toxicoldgicos vém apresentando técnicas de analise e
avaliacdo de impactos ambientais causados pelos mais diversos contaminantes e

materiais, dentre eles as nanoparticulas, e 0 emprego de organismos-teste aquaticos é uma
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caracteristica comum e que tem avancado de maneira acentuada nos ultimos anos em
estudos que visam observar a qualidade da &gua e a toxicidade de distintos contaminantes.
(WOOD et al., 2016).

Knie e Lopes (2004) destacam gue dentre os diversos organismos-teste existentes,
um comumente utilizado para testes ecotoxicoldgicos sdo as algas. Algas compdem a base
da cadeia trofica dos ecossistemas aquaticos, sendo caracterizadas como organismos
produtores, logo, sdo consideradas adequadas para avaliagcdo e observagdes dos efeitos
causados pela exposicdo a substancias toxicas.

Ensaios de toxicidade que usam algas como organismo teste consistem
basicamente na exposicdo destas a diferentes dilui¢cbes de efluentes ou substancia a ser
avaliada. A duracdo do ensaio varia de acordo com a espécie do organismo
(REGINATTO, 1998).

A microalga escolhida para este estudo foi a Desmodesmus subspicatus,
exemplificada na Figura 1, caracterizada como uma microalga verde planctonica e
representante dos produtores primarios nos ecossistemas de agua doce, € um elemento
fundamental que constitui o nivel tréfico destes ecossistemas, sendo assim, Séo
consideradas adequadas para avaliacdo de qualidade hidrica, periculosidade de
substancias quimicas através de observacGes nos efeitos que a exposicdo a meios
contaminados com substancias toxicas afeta o desenvolvimento das mesmas (KNIE E
LOPES, 2004).

Figura 1 — Microscopia optica qumicroaIga Desmodesmus subspicatus.
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Fonte: NETO (2017).
Se por um lado a nanotecnologia vem ganhando cada vez mais espago, ampliando
o0 leque de aplicacdes na esfera humana e ambiental, por outro, pesquisas levando em
consideracdo o risco para a saude humana e ambiental também vém sendo publicadas,
pois como qualquer area da tecnologia que faz uso intensivo de novos materiais e
substancias quimicas, a nanotecnologia também pode desencadear alguns riscos
(QUINA, 2004; JAIN, 2005).
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Diante do exposto, fica evidente e justifica-se a necessidade de compreender o
comportamento das nanoparticulas, investigar os efeitos nocivos que podem resultar da
crescente producdo, transporte e utilizacdo de nanomateriais, ndo sé para predizer as
respostas toxicoldgicas, mas também contribuir para o desenvolvimento desta tecnologia
(PASCHOALINO et al., 2010; ENGELMANN, 2015).

Isto posto, esta pesquisa objetivou agregar e complementar as informagdes
cientificas relacionadas a identificacdo de efeitos de toxicidade cronica para a microalga
Desmodesmus subspicatus apds a exposicao a suspensdo de nanoparticulas metalicas,

especificamente, as nanoparticulas de prata.

2. METODOLOGIA

Os procedimentos metodoldgicos foram realizados no Laboratorio de Qualidade
da Agua da Universidade Federal da Fronteira Sul — Campus Erechim (UFFS), e
eventualmente em demais laboratérios da mesma instituicao.

As analises referentes a caracterizacdo das nanoparticulas foram realizadas no
Laboratorio de Microscopia Central (LCME) e no Laboratério de Toxicologia Ambiental
(LABTOX) da Universidade Federal de Santa Cataria (UFSC).

2.1 CULTIVO DA MICROALGA Desmodesmus subspicatus

A metodologia de cultivo da microalga D. subspicatus foi fundamentada na
ABNT 12648/2018, intitulada Ecotoxicologia Aquatica — Toxicidade cronica — Métodos
de ensaio com algas (Chlorophyceae) que aborda defini¢des e metodologias referentes a
estudos de toxicidade cronica para algas (ABNT, 2018).

O meio de cultivo utilizado foi o CHU (Anexo 1), com volume complementado
para 1L com &gua Mili-Q, o pH foi ajustado para 7,1 + 0,5 com Acido cloridrico (HCI)
ou Hidrdxido de sodio (NaOH) e em seguida inserido na autoclave por 15 minutos a 121
°C. Apos resfriado a temperatura ambiente, cerca de 15 a 20 mL de indculo foram
adicionados para 1L de CHU, todo o processo foi realizado em uma camara de fluxo
laminar para evitar possiveis contaminagGes. Posteriormente o meio j& inoculado foi
mantido em incubadora por um periodo de aproximadamente 7 dias, a uma temperatura
de 20 + 2 °C com iluminacéo e aeracdo constante. A Figura 2 ilustra o cultivo em seu

estagio inicial e final.
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Figura 2 — Cultivo da microalga Desmodesmus subspicatus, a esquerda o cultivo no dia
da inoculacdo (a) e a direita aproximadamente 7 dias apds a inoculacéo (b).

M j ®p|
o .‘:} \ | ‘ )

Font: Autora?2'0-2“2‘j“

Ap06s o periodo de incubacdo o meio foi centrifugado em equipamento Sigma 3-
16L por 5 minutos a uma velocidade de 4500 rpm, posteriormente o sobrenadante foi
descartado e o pellet contendo o indculo foi armazenado.

A quantificacdo da densidade celular da microalga foi realizada a partir da
metodologia descrita pelo Laboratério de Virologia (Labvir) da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, com algumas adaptacGes (UFRGS, 2022). Foram preparadas uma
série de diluicdes, as quais foram submetidas a leituras de absorbancia, em triplicata, em
espectrofotdbmetro, Nova Instruments NI 1800UV, com comprimento de onda definido
em 682 nm. Em seguida foi realizada a contagem de nimero de células em duplicata em
microscopio Optico, através da cAmara de Neubauer.

A contagem foi realizada por quadrantes denominados 1, 2, 3 e 4, sempre em
sentido ziguezague da esquerda para a direita, de cima para baixo, como exemplifica a
Figura 3, desconsiderando células aglomeradas ou que se encontram sobre as linhas da

camara, para evitar que sejam contadas mais de uma vez.

Figura 3 — Representacdo da caAmara de Neubauer.
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Fonte: Adaptado de SP Labor (2016); UFRGS, (2022).
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As informacdes obtidas permitiram determinar um padrdo de equivaléncia entre
as medidas de absorbancia e a contagem de nimero de células, obtendo uma equacéo de
regressdo y = ax +b, em que y representa a absorbancia e x a incognita para

determinacéo da concentracdo celular.

2.2 TESTE DE SENSIBILIDADE

O teste de sensibilidade foi realizado de acordo com a ABNT NBR 12648/2018,
em triplicata, caracterizando-se pela exposi¢ao da microalga, D. subspicatus ao dicromato
de potassio (K,Cr,0, — 100 mg.L™1), uma substancia referéncia, visando verificar a
viabilidade das algas para posterior utilizacdo nos testes de toxicidade cronica (ABNT,
2018). As concentracOes escolhidas para elaboracdo do teste foram definidas a partir de
valores de concentracdo efetiva para inibir 50% do crescimento da biomassa algacea
(CEs),) encontrados na literatura.

Para a elaboracdo dos ensaios, foram preparadas trés solugfes nutriente de acordo
com o Anexo Il, que posteriormente foram utilizadas no preparo da solucéo de pré cultura
e solucdo nutriente, aferidas em bardo volumétrico com agua Mili-Q para o volume de
1L, de acordo com o Anexo IIl. Ambas foram submetidas a autoclave por 15 minutos a
121 °C e a solugéo nutriente teve seu pH corrigido para 8 + 0,5 com HCI ou NaOH.

A quantidade de diluicdo de indculo a ser adicionado para uma pré cultura de 250

mL foi determinada pela Equacéo 1:

|4

Vi(mlL) = Cipe - Vpe Equacéo 1

Cestoque

Onde V; € o volume de indculo a ser retirado da cultura estoque; Ci,. € a
concentracdo inicial da pré cultura (volume necessario para atingir a biomassa algal de
10.000 cel.mL™1); ¥, é o volume da pré cultura (250 mL); C,stoque € @ concentragéo de
algas da cultura estoque.

Ao fim do periodo de incubacdo a solucdo foi submetida a leituras de
espectrofotometria em triplicata visando determinar, através da Equagdo 1, o volume
necessario da pré cultura inoculada para atingir a biomassa algal de 100.000 cel.mL™1 e
com este dado preparar um nova pré cultura de 250 mL. Desta nova solu¢do foram
retiradas aliquotas de 10 mL para cada ensaio, como mostra a Tabela 1.
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Tabela 1 — RelagOes de volume para preparo dos ensaios do teste de sensibilidade da
microalga D. subspicatus frente a solucao referéncia dicromato de potassio.

Concentragdo  Volumede  Volumede  Volume de Volume de Volume
de (mg.L™%) K,Cr,0, solucéo agua de indculo total (mL)
(mL) nutriente diluigao (105 cel. mL ™}
(mL) (Ultrapura -
mL)
Controle - 10 80 10 100
0,1 0,8 10 79,2 10 100
0,3 2,4 10 77,6 10 100
0,5 4,0 10 76,0 10 100
0,7 5,6 10 74,4 10 100
0,9 7,2 10 79,8 10 100

Fonte: Autora, 2022.

Posteriormente 0s ensaios, preparados em erlenmeyers de 125 mL, foram
acondicionados em uma Incubadora Shaker Refrigerada, marca Solab SL — 223, mantidos
em agitacdo de 130 rpm, temperatura controlada de 23 + 2 °C e iluminacao constante por
um periodo de 72h. Os erlenmeyers foram movimentados a cada 18-24h durante o periodo
de testes pra evitar discrepancia na incidéncia de luz.

Ao fim o periodo de teste, os ensaios foram submetidos a leituras de pH e
absorbancia em triplicada. Os valores de absorbancia obtidos ao final de cada teste foram
convertidos para nimero de células.mL™! através da equacdo da reta obtida pela
correlacdo n° células x absorbancia e posteriormente inseridos no software GraphPad
Prism® 6.0, este fornece a curva de dose-resposta, em que X representa a concentracao
do agente estressante, e 0 eixo y traca a resposta dos organismos, viabilizando assim a
identificagdo dos valores de CEsq,,, para cada teste, bem com seus intervalos de
confianca (IC 95%).

2.3 SINTESE DA NANOPARTICULA DE PRATA

A sintese das nanoparticulas de prata foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Fernandes (2014), porém, com algumas adaptacGes, o processo se deu pela
reducdo de Nitrato de Prata (AgNO3) pelo agente redutor Borohidreto de S6dio (NaBHa)
na presenca de um agente estabilizante, o Alcool Polivinilico (PVA).

Inicialmente, 1g de Alcool Polivinilico (PVA — 1% m.v~1) foi solubilizado em 50

mL de 4gua de osmose reversa a aproximadamente 85 °C e agitacdo constante por 1h. Na
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sequéncia 3,15x10° g de AgNOs (ImM) e 1,4x107° g de NaBH4 (2mM) foram diluidos
separadamente, cada um em 25 mL de &gua resfriada de osmose reversaa 3 + 2 °C.

Em seguida, o PVA foi submetido a um banho de gelo em agitagdo constante ao
qual foi adicionado o NaBH; diluido. Uma bureta foi ambientada e preenchida com
AgNO3 que posteriormente foi gotejado a solucdo de PVA + NaBHa, todo o processo se
deu sob agitacdo constante, obtendo uma solucdo de cor levemente amarelada,
caracteristica da sintese.

Posteriormente o Erlenmeyer foi vedado com papel aluminio, Figura 4, e
acondicionado na geladeira a 4 + 2 °C até o momento do uso, que sé deve ocorrer apds
24 h da sintese, visando garantir efetivamente o fim da reacdo, mas ndo deve exceder 30

dias pois as suspensdes de nanoparticulas tém tendéncia a aglomerar.

Figura 4 — Suspensdo de nanoparticulas de prata apés sintetizadas (2,35 mg.L™1).

Fonte: Autora (2022')..

2.4 CARACTERIZACAO DAS SUSPENSOES DE NANOPARTICULAS DE PRATA

As AgNP foram caracterizadas em relacdo a sua area superficial, ao seu diametro
médio e sua estabilidade em suspensdo atraves dos seguintes meios: Microscopia
Eletrénica de Transmissdo (MET), Potencial Zeta e Espectroscopia de Absor¢cdo UV-

Visivel.

2.4.1 Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

A Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET) foi realizada em equipamento

MET (JEM-1011 MET-100KV), que permite observar a morfologia da nanoestrutura e,
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quando houver, a ocorréncia de aglomerados de NPs. A técnica aplicada para o preparo
da amostra foi de acordo com a metodologia descrita por Oscar (2015), que consiste na
aplicacdo das nanoparticulas de prata em uma pelicula de carbono/cobre que foram
posteriormente reservadas em um dessecador a vacuo para secagem a aproximadamente
25° C por um periodo de 24h. Através da MET pode-se conhecer o diametro médio das
suspensdes de AgNP e assim, através da Equagdo 2 proposta por Hiemenz e Rajagopalan
(1997), calcular o valor da area superficial das mesmas.

6
Asyp = oD Equacéo 2

2.4.2 Potencial Zeta

Schaffazick et al. (2003) salientam que o potencial zeta indica o potencial de
superficies das nanoparticulas. Portanto, o potencial zeta € uma medida da magnitude da
repulsdo ou da atracdo eletrostatica, parametro fundamental para se estudar a estabilidade
das nanoparticulas. (GARCIA et al., 2021). As suspensbes de NPs Ag foram
caracterizadas através do equipamento Zetasizer Nano ZS com angulo de
retroespelhamento de 173° e temperatura de 25 °C.

2.4.3 Espectroscopia de Absor¢ao UV-Visivel

A espectroscopia de absorcdo UV-visivel, realizada em equipamento Spectro
3000W — Marte Cientifica, foi outra técnica de caracterizacdo empregada, esta fornece o
comprimento de onda no qual as nanoparticulas de prata apresentam absor¢cdo maxima
(A), podendo este valor ser correlacionado com o tamanho da NP. A faixa espectral de
comprimento de onda foi ajustada entre 300 e 700 nm (SILVA, 2020).

2.5 TESTE DE TOXICIDADE CRONICA PARA A MICROALGA D. subspicatus

Os testes de toxicidade cronica foram realizados de acordo com a ABNT
12648/2018, porém com algumas adaptacdes, visando avaliar o crescimento algaceo. O
teste procedeu em triplicata com a exposi¢do da microalga D. subspicatus a diferentes
concentracdes de nanoparticulas de prata, elencadas utilizando um fator de diluicéo 2.

Para a elaboragédo dos ensaios, empregou-se a mesma metodologia descrita no

teste de sensibilidade (item 2.2), alterando somente a solucéo de referéncia pela solucéo
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de nanoparticulas de prata (2,35 mg.L™1). A relagdo de volume de cada item adicionado

aos erlenmeyers do ensaio esté descrita na Tabela 2.

Tabela 2 — Rela¢des de volume para preparo dos ensaios do teste de toxicidade cronica
da microalga D. subspicatus frente as AgNP.

Concentragdo  Volumede Volume de Volume de Volume de Volume
de AgNP AgNP solucéo agua de inoculo total (mL)
(ng.L™1) (mL) nutriente diluigio (105 cel. mL™?)

(mL) (Ultrapura -
mL)

Controle - 10 80 10 100
25 0,85 10 79,15 10 100
50 1,70 10 78,30 10 100
100 3,40 10 76,60 10 100
200 6,80 10 73,20 10 100
400 13,60 10 66,4 10 100

Fonte: Autora (2022).

Apos prover condicdes favoraveis de nutrientes e luz, por um periodo de tempo
definido de 72 horas, foram realizadas leituras de pH e o crescimento algaceo foi
quantificado através de leituras absorbancia em triplicada. A Figura 5 demonstra a

disposicdo dos erlenmeyers na incubadora shaker para inicio do teste.

Figura 5 — Disposicao dos erlenmeyers em shaker incubadora para teste crénico com
nanoparticulas de prata para a microalga D. subspicatus.

Fonte: Autora (2022).
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Os resultados obtidos para as diferentes concentracdes de nanoparticulas de prata
foram comparados ao crescimento médio de culturas de controle negativo (ndo expostas
as AgNPs).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 CARACTERIZACAO DAS SUSPENSOES DE NANOPARTICULAS DE PRATA

3.1.1 Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)

A Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET) viabilizou a obtencdo de
imagens das suspensdes de nanoparticulas, como apresenta a Figura 6. Nesta figura 0s
pontos de coloracdo preta, indicados pelas setas azuis, representam as nanoparticulas de
prata. Através da Figura 6 é possivel distinguir sua estrutura esférica, bem como sua
evidente dispersdo, em consonancia com o apresentado por Majeed et al. (2018), ndo
apresentando aglomeragfes. As imagens ainda possibilitaram concluir sobre o tamanho
das suspensdes, obtendo-se um didmetro médio com valor aproximado de 4,6 nm, similar
aos valores observados por Becaro et al. (2015), Balaz et al. (2017) e Prymak et al.
(2018), deste modo, pode-se considerar os resultados confiaveis.

Figura 6 — Imagem obtida através da MET para a suspensdo de nanoparticulas de prata.
6230 ] A STRAL

Fonte: Laboratério de Microscopia Central da UFSC. .

Em posse do valor do diametro médio das suspensfes de nanoparticulas de prata

(D) 4,6 nm, conhecendo o valor de densidade da prata (p) 10,5 g.cm™3, calcula-se o valor



22

da area superficial das AgNP através da Equacdo 2, obtendo um valor de 124,2 m2.g~1,
deste modo, observa-se que as AgNPs apresentam um pequeno diametro e uma grande
area superficial, Zhang, Xiao e Fang (2018) salientam que a toxicidade de NPs estdo
relacionadas ao seu tamanho, pois quanto menor a NP maior a sua area superficial e assim

maior a liberagdo de fons Ag™.

3.1.2 Potencial Zeta

A andlise do potencial zeta foi realizada para as AgNP diluida em diferentes
meios, sendo estes, dgua de osmose reversa (H,O OR), meio CHU e solucdo nutriente, a
fim determinar os valores de carga superficial, segundo Uskokovic et al. (2011) com este
dado é possivel obter informaces sobre a estabilidade das suspensdes. Os dados obtidos

para a carga superficial, bem como o erro de leitura e o pH estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3 — Potencial zeta das nanoparticulas de prata diluidas em diferentes meios

AgNP (meio) Carga superficial (mV) pH
H,O0 OR -0,95 £ 0,08 7,7
CHU -5,79 £ 0,32 7,9
Solucéo nutriente -5,27+0,18 79

Fonte: Laboratério de Toxicologia Ambiental, ENS/UFSC.

Bechtold (2011) e Angel et al. (2013) apontam que valores de carga superficial
compreendidos entre o intervalo de -30mV e 30mV caracterizam suspensdes instaveis,
consequentemente com maior tendéncia a formar aglomerados de nanoparticulas,
Bechtold (2011) ainda complementa que valores muito proximos de OmV, considerado
como ponto isoelétrico, 0 menos estavel, apresentam esse fendmeno de forma mais
acentuada. Os valores de carga superficial apresentados na Tabela 3 sdo analogos aos
resultados de Becaro et al. (2015) no entanto, ndo estdo dentro da faixa de estabilidade
exposta por Bechtold (2011) e Angel et al. (2013) além de apresentar valores proximos
do ponto isoelétrico, caracterizando suspensdes que podem apresentar certo grau de
instabilidade.

O pH é outro parametro que afeta diretamente a carga superficial das suspensdes
de nanoparticulas, Bechtold (2011) destaca que valores de pH acido e pH baésico,
caracterizam, respectivamente, uma carga superficial positiva e negativa. O pH 7,7 obtido

para a amostra de AgNP diluida em H,O OR estd muito préximo da neutralidade,
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consequentemente os valores de carga superficial sdo negativos e muito proximos do
ponto isoelétrico, as AgNP diluidas em meios CHU e solucdo nutriente apresentam
valores de carga superficial mais distantes do ponto isoelétrico, mas ainda assim instaveis.
Todavia, a metodologia de sintese das AgNPs conta com a presenca de PVA, um
agente estabilizante que se baseia na estabilidade estérica das suspensbes de
nanoparticulas, portanto, independe da concentracdo eletrolitica e do pH, 0 processo
remete a constituicdo de uma barreira fisica entre as NPs (LOESCHNER et al., 2011).

3.1.3 Espectroscopia de absorcao UV-Visivel

A técnica de espectroscopia de absorcdo UV-visivel viabilizou a construcdo da
curva caracteristica de correlacéo entre absorbancia e comprimento de onda apresentada

na Figura 7.

Figura 7 — Relacdo absorbancia x comprimento de onda para as nanoparticulas de prata
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Fonte: Laboratério de Microscopia Central da UFSC.

Pode-se perceber que o comprimento de onda de méxima absorcao foi 402 nm.
Picos de absorbancia maxima compreendidos nesta faixa indicam NPs de formato
esférico e com didmetros proximos a 5 nm, conferindo com a morfologia e o valor de
diametro 4,6 nm encontrados para as NPs desta sintese (BERNI et al. 2008; GARCIA,
2011).

O valor de mé&xima absorcao obtido neste estudo para nanoparticulas de prata é
similar a valores observados por Machado (2012) que apresenta maxima absorbancia a

404,04 nm, Silva (2020) e Becaro et al. (2015) que apresentam, ambos, maxima
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absorbancia a 400 nm, e Pham (2019) que apresenta maxima absorbancia a 410 nm para
nanoparticulas de prata sintetizadas na presenca de PVA como agente estabilizante.
Valores de maxima absor¢ao compreendidos proximos aos apresentados correspondem a

ressonancia plasmonica de superficie caracteristica de AQNP (BECARO et al., 2015).

3.2 CONSTRUCAO DA CURVA DE CORRELACAO ABSORBANCIA X NUMERO
DE CELULAS

Os dados obtidos através da contagem de células em microscopio éptico e as
leituras de absorbancia de cada uma das dilui¢cGes descritas na Tabela 4, permitiu gerar
um padrdo de equivaléncia entre os dados.

Tabela 4 — Diluicdes realizadas para determinacdo da densidade celular e construcéo da
curva de correlacdo entre n° de células e absorbancia.

Fator de Volume de Volume total ~ N°de células  Absorbancia
diluicdo microalga (uL) (mL) (682 nm)
10 500 5 2975000 1,160
12 417 5 2217500 0,995
16 313 5 2295000 0,784
24 209 5 1917500 0,478
32 156 5 1000000 0,368
48 104 5 922500 0,248
64 78 5 585000 0,191
96 52 5 375000 0,120
128 39 5 280000 0,077
192 26 5 307500 0,071
256 19 5 255000 0,059

Fonte: Autora (2022).

As informagdes referentes a absorbancia e ao nimero de células por mililitro
foram submetidas a uma regresséo linear gerando uma curva de calibracdo, representada
na Figura 8. O valor obtido para o coeficiente de determinagdo, R? = 0,9405, foi
satisfatorio, uma vez que, de acordo com Martins (2018) um valor de R2 préximo a 1
significa que os pontos analisados estdo proximos a reta de regressao linear e, portanto, o

modelo ajustou bem os dados.
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A equacdo da reta encontrada através da regressao linear, posteriormente foi

empregada para calculos visando determinar a concentragdo celular de amostras que

foram utilizadas nos testes.

Figura 8 — Curva de calibracao entre absorbancia e niamero de células por mililitro de
diluigcdes contendo a microalga Desmodesmus subspicatus.
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Fonte: Autora (2022).

3.3 TESTE DE SENSIBILIDADE

Apos a finalizacdo da triplicata que comp®e o teste de sensibilidade, realizado

para avaliar a viabilidade do lote de algas para posterior aplicagdo em testes cronicos,

obteve-se um valor de CEs 5,5, para cada teste realizado, e assim, uma média de CEs 7,5

e 0 desvio padréo dos resultados, como mostra a Tabela 5.

Tabela 5 — Concentracéo efetiva para inibir 50% do crescimento de organismos da
microalga D. subspicatus ap6s exposicao a substancia de referéncia Dicromato de

Potéssio (100 mg.L™1).

Teste CEs0 725 (Mg. L71)
1 0,5367
2 0,3907
3 0,4095
Média 0,4456
Desvio Padréo 0,0794

Fonte: Autora (2022).
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O valor medio de CEsq 5,5, encontrado para o teste de sensibilidade foi 0,4456 +
0,089 mg.L™1, sendo esta a concentracdo de efeito toxico de dicromato de potassio para
inibir 50 % do crescimento da biomassa algécea.

Os valores apresentaram coeficiente de variagdo menor que 20%, como exige a
ABNT 12.648/2018 para que o teste seja validado, portanto, podem ser considerados
homogéneos. Knie e Lopes (2004) apresentam um valor de CE5 7,, de 0,53+0,2 mg.L™*
para a microalga D. subspicatus, o valor obtido no teste e o valor apresentado na literatura
podem ser considerados proximos, uma vez que estdo dentro da faixa de valores do
intervalo de confianga, assim, enfatizando a viabilidade do lote de algas e a
reprodutibilidade do teste.

3.4 TESTE DE TOXICIDADE CRONICA PARA A MICROALGA D. subspicatus

Analogo ao teste de sensibilidade, obtiveram-se os valores de CEs ;,, para cada
teste crénico realizado, bem com seus respectivos intervalos de confianca, logo, obteve-
se o valor médio de CEsq 7,5, para o teste de toxicidade cronica e o desvio padréo dos
resultados, como mostra a Tabela 6.

Tabela 6 — Valores obtidos de CEs, ,,5, para a microalga D. subspicatus exposta
a diferentes concentracGes de AgNP (2,35 mg.L1).

Teste CEsg 725, (Mg. L71)
1 0,2193
2 0,3811
3 0,3439
Média 0,3148
Desvio Padrdo 0,0847

Fonte: Autora (2022).

O valor médio de CEsg ., encontrado, 0,3148 + 0,096 mg.L~!, apresentou
coeficiente de variagdo menor que 20%, como exige a ABNT 12.648/2018, os valores de
pH apresentaram uma variagdo menor que 1,5 entre si, deste modo, os resultados podem

ser considerados homogéneos e o teste validado.

A Tabela 7 apresenta valores de CE¢, para AgNP observados por distintos autores,

0S quais empregaram como organismo teste diferentes espécies de microalgas, marinhas
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e dulcicolas, e diferentes metodologias para realizacdo do teste de toxicidade e para a

realizacdo da sintese das nanoparticulas de prata.

Tabela 7 — Informacdes referentes a estudos que utilizam nanoparticula de prata,
como concentracéo efetiva e microalga exposta.

Organismo teste

CE5o

Autoria

Chlorella vulgaris
Nannochloropsis oculata
Scenedesmus acuminatus

Chaetoceros gracilis
Scenedesmus sp.

Thalassiosira sp.

Raphidocelis subcapitata
Chlorella autotrophica
Dunaliella salina
Microcystis aeruginoas
Pseudokirchneriella subcapitata
Skeletonema costatum

Pseudokirchneriella subcapitata

0,110 mg.L™1/96 h
28,880 mg.L~4/72 h
0,038 mg.L"1/96 h
0,024 mg.L"1/96 h
0,089 mg.L"1/72 h
0,107 mg.L™1/72 h
0,005 mg.L"1/72h
0,570 mg.L™1/72 h
0,640 mg.L™1/72h

1,080x107¢ mg.L"1/96 h

0,008 mg.L"1/72 h
25,770 mg. L™1/24 h
1,090 mg. L~1/7 dias

Romero et al. (2020)
Fazelian et al. (2020)
Pham (2018)
Pham (2018)
Pham (2019)
Pham (2019)
Mertens et al. (2019)
Sendra et al. (2018)
Sendra et al. (2018)
Xiang et al. (2018)
Jemec et al. (2016)
Huang et al. (2016)
Becaro et al. (2015)

Fonte: Autora (2022).

Em relacdo aos estudos destacados na Tabela 7, pode-se observar que todos
possuem sua particularidade, como a espécie de microalga utilizada e as caracteristicas
apresentadas pelas suspensdes de AgNPs. Fernandes et al. (2016) salienta que as NPs
podem diferir em caracteristicas como tamanho e formato dependendo do modo como
foram sintetizadas, podendo-se obter morfologias esféricas, triangulares, cubicas, em
formato de flor e nanofios, que resultam em NPs com propriedades distintas que podem
afetar a toxicidade das mesmas (KHODASHENAS E GHORBANI, 2019), portanto, cada
estudo apresenta importancia uma vez fornece informacdes referentes a seguranca de
distintas formas de AgNPs a microalgas.

Salienta-se que todos os estudos apresentam algum grau de toxicidade frente aos
organismos aquaticos, estes observados através da avaliagdo de efeitos adversos
ocasionados pela presenca de AgNPs, porém, percebe-se um enfoque na avaliacdo de
inibicdo do crescimento através da obtencdo de valores de CEg,, 0s quais apresentam

expressiva variagdo entre si. Uma comparacéo segura entre resultados de CEs, obtidos na
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literatura pode-se se considerar um processo delicado devido as particularidades e
distingdes apresentadas por cada estudo.

Esta variacdo de resultados de CEg ja € perceptivel em estudos que empregam o
mesmo organismo teste, exemplifica-se com os estudos de Becaro et al. (2015) e Jemec
et al. (2016), ambos utilizaram a microlga Pseudokirchneriella subcapitata, e obtiveram,
respectivamente, valores de CEg, de 1,090 mg. L™t e 0,008 mg. L™, porém se intensifica
qguando envolvem organismos teste distintos, que vao do valor de CEs, mais baixo,
1,080x107° mg. L~! no estudo de Xiang et al. (2018) ao mais alto, 28,880 mg.L™! no
estudo de Fazelian et al. (2020).

Bettio (2020) destaca que esta diferenca expressiva entre valores de toxicidade
respalda a tese de que os resultados obtidos para uma determinada espécie ndo
necessariamente podem ser considerados para todas, pois ha muitos fatores envolvidos
no processo, como as condicdes e variagbes, as metodologias utilizadas e as
caracteristicas da espécie de microalga escolhida para o teste, pois cada espécie reage de
forma diferente as perturbagdes a que é submetida.

Logo, cada estudo € relevante pois complementa lacunas acerca da exposicdo de
nanoparticulas de prata frente a organismos aquaticos e viabiliza o estabelecimento de
legislagBes e regulamentacdes que disponham de limites de exposicdo a agentes toxicos
que garantam a seguranca da espécie estudada, e quando possivel, englobe diversas
espécies de um ecossistema estabelecendo o menor limite encontrado para um organismo-
teste que o compde.

Bondarenko et al. (2013) realizou a classificacdo de nanoparticulas e sais
metalicos em diferentes categorias de perigo de acordo com a Diretiva UE (Unido
Europeia) 93/67/EED (CEC, 1996), que relaciona a menor média de CEs, de trés
principais organismos-teste aquaticos, crustaceos, peixes e algas. Resultados < 1 mg.L ™1
sdo classificados como muito toxicos, entre 1 — 10 mg.L~?! séo classificados como toxicos,
entre 10 — 100 mg.L™* sdo classificados como nocivos para organismos aquaticos e < 100
mg.L™! ndo sdo classificados.

O valor obtido como CEsg 7,5 0,3148 + 0,096 mg.L™* pode ser considerado
relativamente préximo a uma média de CEs,: 0,36 mg. L™ obtida por Bondarenko et al.
(2013), resultante de uma revisdo de 149 estudos de um periodo de 1989 a 2013, com 0

qual o autor classifica as AgNPs como muito toxicas para organismo aquaticos,
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considerando a proximidade dos valores de concentracéo efetiva apresentados acima, as
AgNPs sdo novamente classificadas como muito tdxicas para organismos aquaticos.

Além domais, observar-se que o valor de concentragdo efetiva (CEsq 7,5 0,3148
+ 0,096 mg.L™1) de AgNPs frente a microalga D. subspicatus extrapolou os limites
maximos permitidos para a prata em legislacbes ambientais, como a Resolucdo
CONAMA n° 357/2005, que apresenta limites que vdo de 0,005 mg.L™! a 0,01 mg.L™?
para &guas dulcicolas e salinas e a Resolugdo do CONAMA 430/2011 que apresenta
limite de 0,1 mg.L~! para lancamento de efluentes, evidenciando novamente e toxicidade
das nanoparticulas de prata (BRASIL, 2005; BRASIL, 2011).

4 CONCLUSAO

O desenvolver dos procedimentos experimentais e levantamento de dados
bibliogréficos realizados neste estudo possibilitaram a compreensdo de um dos efeitos de
toxicidade das nanoparticulas de prata frente a organismos aquaticos, bem como a
obtencdo da concentracdo efetiva de AgNP capaz de inibir 50% do crescimento da
biomassa algacea em relacdo ao controle durante o periodo de exposicao de 72 horas,
CEsq72n: 0,3148 + 0,096 mg.L™*, dado que ndo foi encontrado na literatura para a
microalga foco deste estudo, destacando o ineditismo do resultado. Conclui-se que a
microalga Desmodesmus subspicatus apresenta sensibilidade a exposicdo crénica a
AgNP, classificando este agente como muito toxica a organismos aquaticos.

As AgNPs sintetizadas neste estudo apresentaram dispersdo entre as suspensdes e
maior estabilidade quando diluidas em meio CHU e solucdo nutriente e foram
caracterizadas com morfologia esférica e diametro de 4,6 nm, sendo seu tamanho um dos
fatores responsaveis por sua toxicidade.

Verifica-se a importancia do estudo da toxicidade das AgNPs, uma vez que,
devido as propriedades que possui, apresenta uma significativa demanda de utilizacdo nas
mais diversas areas e produtos, fato que sinaliza a necessidade de obter informacdes sobre
como as AgNPs se comportam frente a sistemas bioldgicos.

Visto que é perceptivel a variacdo de concentragdes de inibigdo apresentadas em
estudos devido as particularidades que cada um apresenta, toda contribuicdo que
corrobore e acrescente as informagdes ja existentes de toxicidade de nanoparticulas frente
a sistemas bioldgicos é valida para que possa se estabelecer limites que se adequem a

cada espécie do ecossistema estudado.
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Como ndo hé estudos similares a este, empregando a mesma metodologia e
mesmo organismo-teste, que viabilize uma correlacdo e comparacéo segura, recomenda-
se a realizagdo de mais ensaios a fim de aumentar a confiabilidade do resultado e obtengéo
dos demais possiveis efeitos toxicos de AgNPs frente a microalga Desmodesmus

subspicatus.
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ANEXO |

MEIO DE CULTIVO CHU

Quadro 1 — SolugGes-estoque para 0 meio de cultivo CHU

37

Solucéo Reagente Formula Conc./L
1 Nitrato de sodio NaNO; 25¢
2 Cloreto de célcio di-hidratado CaCl,.2H,0 250
3 Sulfato de magnésio hepta-hidratado MgS0,.7H,0 750
4 Fosfato de potassio dibasico K,HPO, 750
5 Fosfato de potassio monobasico KH,PO, 175¢g
6 Cloreto de sddio NaCl 259
. Titriplex Il C1oH14N;Na,04.2H,0 509
Hidroxido de potassio KOH 31¢g
8 Sulfato ferroso hepta-hidratado FeS0,.7H,0 4,98 g
9 Acido borico H;BO; 11,42 mg
Sulfato de zinco hepta-hidratado ZnS0,.7H,0 8,82 mg
Cloreto de manganés tetra-hidratado MnCl,.4H,0 1,44 mg
10 | Oxido de molibdénio MoO; 0,71 mg
Sulfato de cobre penta-hidratado CuS0,.5H,0 1,57 mg
Nitrato de cobalto hexa- hidratado CO(NO3),.6H,0 0,49 mg

Fonte: ABNT NBR 12648/2018.

Cada solucdo foi dissolvida separadamente e posteriormente aferidos para 1000

mL em baldo volumétrico. Pode ser preservada na geladeira por até 6 meses.

Quadro 2 — Composicéo de 1 litro de meio CHU

Solucéo 1 2 3 4

5 6 7 8

Volume (mL) 10 10 10 10

10 10 1 1

Fonte: ABNT NBR 12648/2018.




ANEXO 11

SOLUCOES NUTRINTE

Quadro 3 — Solugbes-estoque do meio nutriente
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Reagente Formula Quantidade/L
Solucéo I (Sais Nutrientes)
Cloreto de amoénia NH,CI 159
Cloreto de magnesio hexa-hidratado MgCl,.6H,0 1,29
Cloreto de célcio di-hodratado CaCl,.2H,0 189
Sulfato de magnésio hepta-hidratado MgS0,.7H,0 159
Fosfato de potassio monobasico KH,PO, 0,16 g
Solucéo Il (Complexo de Ferro)
Cloreto férrico hexa-hidratado FeCl;.6H,0 80 mg
Titriplex 111 Na,EDTA.2H,0 100 mg
Solugéo 111 (Microelementos)
Acido boérico H,BO, 185 mg
Cloreto de manganés tetra-hidratado MnCl,.4H,0 415 mg
Cloreto de zinco ZnCl, 3mg
Cloreto de cobalto hexa-hidratado CoCl,.6H,0 1,5mg
Cloreto de cobre di-hidratado CuCl,. 2H,0 0,01 mg
Molibdato de sédio di-hidratado NaMo0O,.2H,0 7mg

Fonte: KNIE E LOPES (2004).



ANEXO 111
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MEIO NUTRIENTE DE PRE CULTURA E DE TESTE

Quadro 3 — Composicdo do meio nutriente de pré-cultura preparado com a solucdes

descritas no Anexo Il.

Solucéao-estoque

Volume/Litro

10 mL

1mL

1mL

Bicarbonato de sédio

300 mg

Fonte: KNIE E LOPES (2004).

Quadro 4 — Composicao do meio nutriente de teste preparado com as solugdes descritas

no Anexo Il.

Solucgéo-estoque

Volume/Litro

100 mL

10 mL

10 mL

Bicarbonato de sédio

39

Fonte: KNIE E LOPES (2004).
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