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RESUMO

O crescente avanco da nanotecnologia possibilitou o desenvolvimento de materiais com
propriedades otimizadas, incluindo a producao de fertilizantes nanoestruturados visando
0 crescimento da producéo de alimentos e insumos. Fertilizantes nanoestruturados podem
fornecer os nutrientes necessarios as culturas agricolas de maneira mais eficiente que o0s
fertilizantes na micro- e macroescala e, a0 mesmo tempo, com mobilidade inferior aos
fertilizantes de base liquida, evitando eutrofizagdo em corpos hidricos. Contudo, com o
crescente interesse na utilizacdo de fertilizantes nanoestruturados aumentou também a
preocupacdo sobre os efeitos causados pelos nanomateriais no meio ambiente, 0s quais
podem ocasionar impactos desde sua aplicacdo nas culturas agricolas até alcangarem os
corpos de agua, afetando a biota aquética e, consequentemente, a satde humana. Fatores
tais como alteragdes no tamanho, na forma das particulas e carga superficial alteram a
maneira de interacdo com o ambiente, além do descarte inadequado e do uso
indiscriminado dos nanofertilizantes podendo ocasionar um potencial aumento do nivel
de toxicidade. O presente estudo tem por objetivo sintetizar e caracterizar fertilizantes
nanoestruturados baseados em hidroxiapatita (Caio(PO4)s(OH)2) (HAP) e dxido de zinco
(Zn0O), e avaliar a nanotoxicidade dos mesmos para a espécie de microalga
Pseudokirchneriella subcapitata, uma vez que as microalgas formam a base da cadeia
trofica aquatica. As sinteses das nanoparticulas de HAP e ZnO foram realizadas pelos
métodos de coprecipitacdo e hidrotermalizacdo. Na sequéncia foram caracterizadas
quanto a estrutura e morfologia para a realizacdo dos bioensaios de nanotoxicidade. Os
resultados mostraram que as nanoparticulas de HAP Hidrotermal com o dispersante
PMAA apresentam elevado potencial como nanofertilizante, uma vez que, no intervalo
de concentragdes testadas (50 mg L, 100 mg L, 250 mg L, 500 mg L™t e 750 mg L ™)
neste estudo, ndo se observou inibicdo consideravel do crescimento algaceo significativo
e nem indicio de eutrofizacdo para os corpos de dgua. Porém, as nanoparticulas de ZnO,
principalmente as que ndo foram sintetizadas com o PMAA, apresentaram elevada
toxicidade para as microalgas no intervalo de concentragdes testadas (10 mg L™, 25 mg
Lt 50 mg LY, 100 mg L™ e 200 mg L), o que pode ser prejudicial para a aplicacéo
sustentavel em culturas agricolas. Além disso, os nanofertilizantes tiveram efeito de
sombreamento nas algas e varias deformacdes na morfologia celular foram observadas,
contribuindo para o aumento dos efeitos nanotoxicoldgicos.

Palavras-chave: nanoparticulas, fertilizantes minerais, hidroxiapatita, 6xido de zinco,
nanotoxicidade, microalgas.



ABSTRACT

The increasing advance of nanotechnology has enabled the development of materials with
optimized properties, including the production of nanostructured fertilizers aiming at
increasing food and agricultural supplies production. Nanostructured fertilizers can
provide the required nutrients to crops more efficiently than fertilizers at the micro- and
macro-scale and at the same time, with inferior mobility than their liquid counterparts,
avoing eutrofication in bodies of water. However, the increasing interest in using
nanofertilizers also raises concerns about side effects caused by the release of
nanomaterials in the environment, which can impact aquatic biota and consequently the
human health. Changes in the size, shape and superficial charge of the nanoparticles
modify the way they interact with the environment, and the inappropriate disposal and
indiscriminate use of nanofertilizers can increase the level of toxicity, especially in water
bodies. In this context, the present study aims to synthesize and characterize, by several
physic-chemical techniques, nanofertilizers based on zinc oxide (ZnO) and
hydroxyapatite Cai10(PO4)s(OH)2 (HAP), and evaluate the potential nanotoxicity of these
materials for the microalgae Pseudokirchneriella subcapitata, since it forms the base of
the aquatic trophic chain. The synthesis of ZnO nanoparticles and HAP were carried out
by coprecipitation and hidrothermalization methods, and after characterized regarding
structure and morphology, they were used in the nanotoxicity bioassays. The results
showed that the hydrothermal HAP nanoparticles with APMA presented high potential
as a nanofertilizer, once no significant growth inhibition to algae was observed in the
range of concentrations employed (50 mg L, 100 mg L, 250 mg L%, 500 mg L e 750
mg L) and neither evidence of eutrophication process. However, ZnO nanoparticles,
especially those which were not synthesized with APMA, showed high toxicity to
microalgae in the range of concentrations employed (10 mg L, 25 mg L%, 50 mg L™,
100 mg Lt e 200 mg L), which can be deleterious for sustainable application in
agricultural crops. In addition, the shading effect and several deformations in the cellular
morphology were observed, contributing to the increase the nanotoxicological effects.

Keywords: nanoparticles, mineral fertilizers, hydroxiapatite, zinc oxid, nanotoxicity,
microalgae.
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“O que sabemos é uma gota; o0 que ignoramos é um oceano. ”

(Isaac Newton)

Capitulo 1 - Introducéo

1.1 Aspectos gerais

Segundo informacg6es da Organizacdo das NacOes Unidas para a Agricultura e
Alimentacdo (FAO) e da Associacdo Nacional para Difusdo de Adubos (ANDA), as
tendéncias mundiais e nacionais do consumo de fertilizantes vém aumentando
significativamente. A FAO estima que o consumo mundial de fertilizantes foi de 161,7
milhGes de toneladas em 2009 e de 169,7 milhdes de toneladas em 2010. A previsao
quanto a demanda mundial por fertilizantes é crescente, com uma taxa média anual de
crescimento de 2,6%, entre 2010 e 2014.

Segundo Benites (2014), o Brasil é o quarto maior consumidor de fertilizantes do
mundo e o sexto maior produtor. Atualmente, a maior parte dos fertilizantes consumidos
no pais € importada, sendo que fertilizantes de alguns sistemas de producdo podem atingir
50% do custo variavel.

Sabe-se que o macronutriente fosforo, representante do nanofertilizante de HAP
é um nutriente fundamental para os produtores primarios e para a producéo agricola e foi
selecionado neste estudo pois 0 seu uso e descarte inadequados levam a consequéncias
ambientais e prejuizos na sustentabilidade de forma bastante critica (GEORGE;
HINSINGER; TURNER, 2016; SCHIPPER, 2014). J4, o uso do micronutriente zinco, o
qual compdem o fertilizante de ZnO é imprescindivel para o crescimento normal e melhor
rendimento das plantas, porém o aumento em excesso nas culturas leva a problemas
ambientais e toxicidade nos demais niveis tréficos (SADEGHZADEH, 2013).

A nanotecnologia é a tecnologia que visa manipular a matéria em escala atdmica,
molecular ou macromolecular (escala de 1 a 100 nm), para a produgéo dos mais variados
materiais e/ou produtos, 0s quais apresentam caracteristicas e propriedades
significativamente diferentes dos materiais em maior escala (KARUNARATNE;
KOTTEGODA; DE ALWIS, 2012; MOORE, 2006; NEL, 2006; TARAFDAR;
SHARMA; RALIYA, 2013). As propriedades dos nanomateriais tém sido bastante



exploradas para 0 uso nas areas da medicina, cosméticos, energias renovaveis,
remediacdo ambiental, agricultura e sistemas eletronicos (FABREGA et al., 2011).

As “nanotecnologias” possuem imensos potenciais tecnoldgicos, incluindo nas
areas agricola e agroindustrial com aplicacdes no desenvolvimento de sistemas para o
encapsulamento e liberagdo controlada de fertilizantes, pesticidas e herbicidas,
processamento de alimentos, producdo de embalagens inteligentes, sensores para analise
de residuos e alimentos, remediacao de residuos de agrotéxicos, tratamento de efluentes
e também no desenvolvimento de agroquimicos ou nanofertilizantes (BECARO et al.,
2015; BORTOLIN et al., 2013; MERCANTE et al., 2017; MORARU et al., 2003).

Os fertilizantes sdo substancias naturais ou sintéticas adicionadas ao solo ou outro
meio de cultivo para fornecer nutrientes necesséarios ao desenvolvimento das plantas
(BHABRA et al., 2009; NAIR et al., 2010). O uso é uma pratica comum e necessaria na
agricultura com a funcdo de aumentar a produtividade da lavoura, ja que os fertilizantes
podem incrementar a produtividade agricola em até 40%. Visando aumentar a eficiéncia
do uso destes nutrientes, os nanofertilizantes surgem como uma alternativa promissora,
ja que podem fornecer os nutrientes necessario as culturas agricolas de maneira mais
eficiente que os fertilizantes na micro- e macroescala ao regular a liberacdo dos mesmos
no solo (KOOKANA et al., 2014; LIU; LAL, 2014; LIU et al., 2014; TARAFDAR,;
SHARMA; RALIYA, 2013) e a0 mesmo tempo com mobilidade inferior aos fertilizantes
de base liquida, evitando eutrofizacdo em corpos hidricos.

O processo de eutrofizacdo consiste no crescimento excessivo de algas e plantas
devido a alta disponibilidade de luz solar, dioxido de carbono e nutrientes, principalmente
de nitrogénio e fosforo, aumentando a taxa fotossintética destes organismos. Este
processo acarreta como consequéncias negativas para os demais niveis troficos
pertencentes aos ecossistemas aquaticos, a diminuicdo de oxigénio dissolvido, aumento
da matéria organica e mortalidade dos demais organismos aquaticos (CHISLOCK et al.,
2013)

Os fertilizantes podem incrementar a produtividade agricola em até 40% e para
aumentar a eficiéncia do uso destes nutrientes, amenizando o crdnico problema da
eutrofizacdo, os nanofertilizantes surgem como uma alternativa promissora. As tentativas
para o desenvolvimento dos nanofertilizantes tem por finalidade regular a liberagédo de
nutrientes de maneira controlada, tornando-se mais eficiente que os adubos convencionais
(TARAFDAR; SHARMA; RALIYA, 2013).



Segundo Chinnamuthu e Boopathi (2009), a utilizacdo de nanofertilizantes como
alternativa para substituir os fertilizantes convencionais permite a reducéo na utilizagéo
de nutrientes, principalmente nitrogénio e fosforo, os quais quando em excesso nos solos,
podem ser lixiviados por agua de chuva e ocasionar eutrofizacéo, além de contaminacao
dos corpos d’agua. Os nanofertilizantes dependendo do tipo de encapsulamento podem
ser liberados lentamente no ambiente ao se controlar varidveis como pH, umidade do solo,
etc, permitindo uma otimizacgao no processo de liberagéo e absorgéo dos nutrientes pelas
plantas. Além disto, os nanofertilizantes amenizam a producdo de residuos e,
consequentemente, os custos de protecao ambiental.

Contudo, devido ao crescimento da indUstria de nanomateriais manufaturados, a
preocupacdo sobre possiveis efeitos nanotdxicos, com impacto para a biota, comegou a
atrair a atencdo da comunidade cientifica. Quando inseridos no ambiente, alguns
nanomateriais podem sofrer alteracdes no tamanho da particula, na forma, na carga de
superficie e no controle critico da biodisponibilidade (BATLEY; KIRBY;
MCLAUGHLIN, 2013). Parthasarathi (2011) mostra que ainda ndo sdo bem
compreendidos os processos de bioacumulacao, biomagnificacao e biotransformacdo das
nanoparticulas em culturas alimentares. Pouco tem se estudado sobre as nanoparticulas e
a interacdo destas com o0s vegetais, com relacdo a acumulacdo e subsequente
disponibilidade nas culturas alimentares. Entretanto, uma vez que estes sistemas
nanoestruturados sao aplicados nas culturas agricolas, as nanoparticulas interagem com o
ar, agua e solo, levando, como consequéncia, a alteracdo das suas propriedades de
superficie, podendo resultar em agregacéo, alteracfes nas cargas, entre outros efeitos. As
caracteristicas das nanoparticulas que compdem estes fertilizantes utilizados na
agricultura, tais como tamanho, forma, estrutura geométrica e propriedades individuais
podem ter um potencial aumento do nivel de toxicidade ambiental, principalmente para a
biota aquéatica (BHABRA et al., 2009; RAJ, 2007).

Algumas nanoparticulas apresentam um elevado potencial tdéxico devido a sua
elevada area superficial, o que a torna potencialmente reativa. No entanto, ndo apenas o
tamanho da particula influencia na toxicidade, mas também sua estrutura, composicéo e
as concentracdes das nanoparticulas (GUZMAN; TAYLOR; BANFIELD, 2006). Outro
aspecto importante a se considerar é que as nanoparticulas apresentam uma maior
tendéncia para dissolver do que particulas maiores, o que pode ser atribuido a maior area

superficial caracteristica de particulas com dimensfes nanométricas, atingindo uma



solubilidade até 10.000 vezes maior se comparada as particulas micrométricas (MAYO
etal., 1999).

Liu e Lal (2014, 2015), bem como Taj e Zarrin (2016) discutem a importancia de
novas nanotecnologias aplicadas no desenvolvimento de fertilizantes nanoestruturados,
especialmente para o controle de liberacdo do nutriente fésforo (P), a fim de evitar
também o processo de eutrofizagdo dos corpos de dgua. Ainda, Liu e Lal (2015) fizeram
um levantamento na literatura sobre os tipos de nanomateriais que apresentam a eficacia
para a aplicacdo de nanofertilizante compostos por macronutrientes e micronutrientes.

Dentre as fontes de micronutrientes e macronutrientes para plantas mais
pesquisados e comercializados, destacam-se as fontes de fosforo e zinco. Neste contexto,
neste trabalho de doutorado, foram sintetizadas e caracterizadas nanoparticulas de
hidroxiapatita (HAP) (Ca10(PO4)s(OH).) e de oxido de zinco (ZnO), que apresentam
potencial para uso como nanofertilizantes, e avaliados seus aspectos de toxicidade para
as microalgas Pseudokirchneriella subcapitata, as quais formam a base da cadeia trofica

aquatica.

1.2 Justificativa

As nanoparticulas de HAP e ZnO sdo uma alternativa promissora para substituir
os fertilizantes convencionais, com ganho de produtividade e reducdo de insumos
utilizados. Entretanto, quando as nanoparticulas interagem com o0 meio ambiente podem
ser lixiviadas até os corpos de agua, apresentando alteracdes em suas propriedades de
superficie. As caracteristicas como tamanho, forma, estrutura geométrica e a solubilidade
interferem em suas propriedades toxicologicas. Além disso, com o0 uso e descarte
indevidos dos sistemas nanoestruturados nos ecossistemas, pode-se haver uma
potencializacdo dos efeitos toxicos aos organismos aquaticos. Portanto, a presente
pesquisa € de grande relevancia diante da necessidade de investigar o comportamento dos
nanofertilizantes quando dispostos no ambiente aquatico, e os efeitos tdxicos gerados para
a microalga bioindicadora ambiental da espécie Pseudokirchneriella subcapitata, a qual

serve como modelo e integra a produtividade priméaria dos ecossistemas aquaticos.



Capitulo 2 - Referencial Tedrico

2.1 Fertilizantes minerais

Quando o solo ndo apresenta os nutrientes necessarios para o desenvolvimento e
cultivo de das plantas, torna-se necessario o emprego de fertilizantes. Estes devem
apresentar uma série de caracteristicas desejaveis, dentre elas o uso racional para cumprir
a funcdo de nutrir as plantas, de modo a causar 0 menor impacto possivel no ambiente
natural aumentando a produtividade agricola da area (ALCARDE; GUIDOLIN; LOPES,
1998; NKEBIWE et al., 2016).

Na classe dos fertilizantes minerais, encontram-se aqueles a base de compostos
inorganicos, embora alguns compostos organicos sintéticos também sejam considerados,
tais como, uréia, quelatos e calciocianamida (ALCARDE; GUIDOLIN; LOPES, 1998).

Os vegetais sdo seres Vvivos que necessitam de micro e macronutrientes
provenientes do solo, &gua e ar. A adi¢do de alguns nutrientes aos vegetais, por vezes se
faz necessério, pois alguns nutrientes ndo sdo absorvidos, ou ainda o processo de absorcao
¢ muito prolongado, sendo importante haver a intervencdo com fertilizantes minerais,
ricos em elementos minerais (naturais ou sintéticos) essenciais para evitar a deficiéncia
da planta e manter uma produtividade agricola ideal (ISHERWOOD, 2000; LAPIDO-
LOUREIRO; MELAMED; NETO, 2009).

A literatura aponta que o macronutriente fosforo (P) é o segundo nutriente mais
importante requerido para o crescimento e desenvolvimento das plantas e ndo pode ser
substituido por nenhum outro elemento mineral (HAYGARTH; JARVIS, 1999). O
fosforo atua diretamente no crescimento das raizes e surgimento de novas raizes, uma vez
que € absorvido pelas raizes e movido para todo o vegetal. Além disso, o nutriente pode
ficar armazenado como em um reservatério sazonal de nutrientes para as necessidades
das plantas (KATZNELSON, 1977; KLEIN; AGNE, 2013).

De acordo com Némery; Garnier (2016) e Fayiga; Noke (2016), o P é essencial
para a producdo de alimentos, porém pode causar 0 processo natural de eutrofizagdo em
corpos de agua. Nos sistemas agricolas, o P é absorvido e removido do solo pela biomassa
vegetal, sendo necessario a sua reposicao a fim de sustentar a producédo. Foi em meados
do século XIX que houve a descoberta do processo vidvel de comercializagdo de

fertilizantes fosfatados, o que aumentou a disponibilidade deste macronutriente e



consequentemente aumentando a alimentagédo para a populacdo em geral. Entretanto, na
metade do seculo XX, notou-se elevados niveis de fosforo em &guas superficiais. As
razOes para tal evento foram o aumento das fontes difusas de fertilizantes aplicados nas
culturas agricolas e fontes pontuais industriais relacionadas ao descarte de produtos
quimicos somadas ao tratamento inadequado das aguas residuais.

O micronutriente zinco (Zn) é de extrema importancia para o metabolismo das
plantas e para o alongamento celular, pois a sua deficiéncia provoca mudangas complexas
nas reacdes metabolicas naturais das plantas, dentre elas, alteracdes na producao de
carboidratos, proteinas, hormodnios como a auxina, comprometimento da integridade das
membranas celulares e deficiéncia na producdo de enzimas. Como consequéncia destes
fatores, tem-se o retardamento do crescimento dos vegetais (KIRKBY; ROMHELD,
2007) e a consequente diminuicdo da produtividade agricola. Este fundamental
micronutriente deve ser aplicado de forma continua e em pequenas dosagens sobre as

culturas.

Montalvo et al. (2016) ressaltam que milhGes de hectares de terras agricolas séo
afetados pela deficiéncia de Zn e que estima-se que cerca de um terco da populacéo
mundial é deficiente deste micronutriente. Por isso, uma estratégia eficaz que tem sido
utilizada com sucesso para combater a deficiéncia de Zn € a aplicacdo de fertilizantes
contendo Zn. Porém, Alves; Dos Reis; Gratdo (2016) e Chattopadhyay (2016) explicam
que este micronutriente € um metal pesado e pode, em concentracdes elevadas,
contaminar solos e na &guas, intoxicando as plantas e os demais organismos da cadeia

trofica.

De acordo com a Resolugdo N° 357 (2005) dentro do tépico Classe | para Agua
Doce, em ambientes Iénticos, o limite para P total é de 0,020 mg/L, enquanto para
ambientes l6ticos e tributarios de ambientes intermediarios ndo deve ultrapassar 0,1
mg/L. Segundo (HECKRATH et al., 1995) as concentracdes de P que levam a efeitos de

eutrofizacdo em corpos de agua variam de 0,02 a 0,035 mg/L.

Com relacdo a concentracdo de Zn total em &guas doces da classe I, o limite
estabelecido pela Resolugdo N° 357 (2005) é de 0,18 mg/L, para ambientes Iénticos e
I6ticos. Para o elemento Zn o valor minimo é de 15 mg/kg e 0 maximo toleravel deve ser

de 200 mg/kg. O valor alerta para este nutriente presente no solo € de 300 mg/kg.



2.1.1 Hidroxiapatita

O composto hidroxiapatita (HAP), de formula quimica Ca10(PO4)s(OH)2, € um
material biocerdmico e um constituinte mineral natural. Estes minerais ocorrem na
natureza, entretanto de maneira geral, sdo constituintes de rochas igneas e metamorficas,
destacando-se em calcarios cristalinos (MA; LOGAN; TRAINA, 1995). A Figura 1

mostra uma representacdo da célula unitaria da hidroxiapatita.
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Figura 1 - Representacdo da cela unitaria da Hidroxiapatita: (a) vista lateral e (b) vista
superior: verde Ca?*, violeta P>*, vermelho O? e branco H* (Figura retirada de LOU et
al. (2012)).

Na estrutura da hidroxiapatita, o fésforo forma com o oxigénio o grupo fosfato,
sendo chamado de grupo hidroxila a ligacdo entre o oxigénio e o hidrogénio. Quando
estes grupos juntam-se com o ion célcio, distribuem-se espacialmente segundo um arranjo
em forma hexagonal, o qual apresenta dimensdes de célula unitaria sendo, a=b=9,42 A e
c= 6,88 A. Sua célula unitaria hexagonal possui 10 fons célcio localizados em 2 sitios n&o
equivalentes, 4 no sitio | (Cal) e 6 no sitio Il (Ca 1l) (ARAUJO, 2006).

A hidroxiapatita também é denominada de rocha de fosfato ou fosforitos, os quais
apresentam propriedades de biocompatibilidade e osteointegragdo, somadas a sua alta
capacidade de adsorcéo de moléculas. Esta caracteristica a torna importante no tratamento
da acdo prolongada de drogas anticancerigenas, e na eficiéncia de remocdo de metais
pesados em aguas e solos poluidos (COSTA et al., 2009; KOTTEGODA et al., 2011).

Além disto, a HAP é uma das maiores fontes do nutriente fosforo, largamente utilizada
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em aplicacBes agricolas, especialmente nas industrias de fertilizantes (COSTA et al.,
2009).

Kottegoda et al. (2011) ressalta que hé& grande interesse tecnoldgico e econdémico
na sintese de nanoparticulas de HAP para a area agricola, visando a utilizacdo como
fertilizante. O tamanho pequeno das apatitas cristalinas € um fator extremamente
importante e relacionado com as propriedades estruturais e bioldgicas das atividades de
superficie, velocidade de dissolu¢do, comportamento de sinterizacdo e moldagem (MIR
etal., 2012).

O fator solubilidade da HAP também é relevante, pois este pode ser afetado
mediante as variacOes de tamanho da particula, do pH do meio, da estequiometria, da
cristalinidade e do prdprio método de sintese adotado (FULMER et al., 2002). Desta
forma, a escolha do método de sintese da HAP é uma etapa fundamental para obtencéo

de particulas com solubilidade controlada.

2.1.2 Oxido de Zinco

O o6xido de zinco (ZnO) tem sido usado ha milhares de anos para muitas funcdes
diferentes e e considerado um material bem estabelecido na engenharia, atingindo uma
producdo anual de um milhdo e meio de toneladas (BROWN, 1976; FREDERICKSON;
KOH; BUSH, 2005; MOEZZI; MCDONAGH; CORTIE, 2012).

Hé& décadas, o Oxido de zinco é estudado, e por ser um material semicondutor,
possui grande aplicabilidade em diversas areas da ciéncia. E conhecido também como
Zincita e possui uma estrutura hexagonal do tipo wurtzita (ZnS). Apresenta como
parametros de rede a = 0,32501 nm e ¢ = 52071 (FELTRIN, 2010). A Figura 2 mostra a

representacédo da estrutura cristalina do ZnO.



Figura 2 - Rede cristalina de ZnO (Figura retirada de FELTRIN (2010)).

O tamanho e a morfologia das particulas de ZnO influenciam fortemente suas
propriedades. O tamanho em escala nanométrica apresenta caracteristicas Unicas, as quais
sdo exploradas com sucesso para as diversas aplicacfes tecnologicas (FELTRIN, 2010).

As nanoparticulas de ZnO sdo utilizadas como material para aplicacdes
eletronicas, filmes de protecdo para a radiacdo UV, sensores quimicos (MEULENKAMP,
1998), assim como protetores solares com filtros UV (SERPONE; DONDI; ALBINI,
2007). Além disso, é aplicado em processos de fotocatéalise, optoeletronica,
luminescéncia, materiais piezelétricos, sensores de gases, laser de diodos, transistor de
efeito de campo, diodo emissor de luz, sensores e catalisadores, filtro de superficies de
ondas acusticas e células solares (FELTRIN, 2010).

Em relacdo as aplicacdes agricolas, Milani et al. (2012) relatam que o
micronutriente Zn estd entre os fertilizantes mais popularmente utilizados, sendo
aplicados amplamente em culturas de diversas regides do mundo. Contudo, segundo as
classificacdes de risco da Unido Européia, 0 ZnO é classificado como N — R 50-53, sendo
muito toxico para o ambiente aquéatico ou ecotdxico. Diante disso, qualquer tipo de
material ou residuo contendo ZnO deve ser rotulado como Classe 9 - UN3077 e registrado
como substancia ambientalmente perigosa (MOEZZI; MCDONAGH; CORTIE, 2012).



2.2 Métodos de Sintese dos Nanofertilizantes de HAP e ZnO

2.2.1 Método de Coprecipitagédo

Para a obtencdo da HAP, o método utilizado foi o da Coprecipitacdo, o qual em
envolve reacGes em meio aquoso entre precursores de célcio e fosforo, com controle de
pH e temperatura. A natureza do reagente é referente a sua composicéo, podendo ou néo,
apresentar ions indesejados alterando caracteristicas morfoldgicas e cristalograficas. A
solucdo deve estar supersaturada para que ocorra 0 processo de nucleagdo e
consequentemente, formagdo de nanoparticulas (BURDA et al., 2005; CUSHING;
KOLESNICHENKO; O’CONNOR, 2004).

A taxa de nucleacdo dos cristais esta relacionada com a adi¢do de reagentes e a
velocidade de gotejamento a cinética da reacao, ou seja, quando se adiciona lentamente
os ions fosfato ha uma maior taxa de crescimento das particulas e menor taxa de nucleagao
0 que proporciona a formagdo de particulas maiores, enquanto que se o processo de
titulacdo for mais réapido, formam-se um maior nimero de ndcleos, ndo havendo tempo
suficiente para o crescimento das particulas (KOUTSOPOULOS, 2002; RIGO;
GEHRKE; CARBONARI, 2007).

Uma das rotas mais frequentes utilizadas para a sintese de HAP é:

10 Ca(NOs)2 + 6 (NH4)2H2PO4 + 8 NH4OH === Ca;o(PO4)s(OH)2 + 20 NHsNOs + 6 H20
Equacéo 1

Para essa reacdo é necessaria a utilizacdo de hidroxido de aménio (NHsOH) para
a manutencdo do pH bésico da solucdo. Posteriormente se devem realizar varias lavagens
do produto obtido ap6s o processo de sintese com agua (CUNHA et al., 2004; KWEH,;
KHOR; CHEANG, 1999; MAMANI, 2009). Inicialmente, ha a formacdo de uma fase
metaestavel inicial, a qual passa por um ou mais passos intermediarios de recristalizacao
até a formacdo do precipitado termodinamicamente estavel.

Segundo os estagios de Ostwald, para baixas saturacGes a primeira fase € a de
maior solubilidade, em que ocorrem dissolucdo e recristalizacdo transformando as fases

subsequentes em menos soltveis (GOUVEIA, 2008). Apos estes processos tem-se que
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obter valores de pH maiores que 7 onde a primeira fase a se precipitar € o fosfato de célcio
amorfo, o qual é transformado lentamente em hidroxiapatita.

Um dos métodos de sintese do ZnO é o método de Coprecipitacdo a partir de um
precursor de zinco (usualmente o nitrato de zinco Zn(NO3z)2) juntamente com um agente
mineralizador (hidroxido de s6dio (NaOH)). A solubilizacdo do sal Zn(NO3z), em agua
deionizada é necesséria para posteriormente se adicionar a solugdo de NaOH até a
formacdo do precipitado. Quando comparada a sintese da HAP, a producdo de ZnO é
muito mais simples de ser processada.

Alguns parametros sdo muito importantes para a formacao de particulas, tais como
concentracdo e natureza dos reagentes, temperatura da reagdo, pH e tempo de
envelhecimento, os quais necessitam de controle por serem varidveis criticas para a
pureza e caracteristicas cristalograficas do material obtido (COSTA et al., 2009;
CUSHING; KOLESNICHENKO; O’CONNOR, 2004; KWEH; KHOR; CHEANG,
1999).

Durante todo o método de sintese da HAP e ZnO nanoestruturados verifica-se que
é de fundamental importancia considerar as variaveis empregadas tais como reagentes
precursores, solventes, temperatura e mineralizadores, para desta forma obter as

caracteristicas finais do material desejado.

2.2.2 Método de Hidrotermalizacéo

O método de hidrotermalizacdo, além de permitir a obtencdo de produtos com
qualidade, € vantajoso por produzir menos residuos e poder utilizar uma grande variedade
de matérias-primas de custo reduzido (SOMIYA; HISHINUMA; AKIBA, 1995). Dessa
maneira, verifica-se que a composicdo quimica, o tamanho e a forma das particulas de
HAP e ZnO sdo totalmente dependentes do método e das condicdes de sintese
empregadas. Uma vez que estes fatores séo determinantes no processo de solubilidade da
HAP e ZnO, uma gama de variacfes pode ser empregada com a finalidade de otimizar
este comportamento.

O método hidrotermal vem sendo muito utilizado e explorado, pois tem
demonstrado bastante eficacia no processo de crescimento de nanocristais com controle
da formacdo de fase (estequiometria), do tamanho e da forma das nanoparticulas.

O método consiste em um reator hidrotérmico (normalmente feito de aco)
aquecido por meio de uma fonte externa (por exemplo, banho de éleo, manta de
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aquecimento ou resisténcia elétrica) via conducdo térmica. As regides da solucdo que
estdo em contato com as paredes do reator irdo aquecer primeiramente, originando o
aparecimento de gradientes térmicos dentro deste ambiente liquido. Este fendmeno gera
correntes de conveccdo no interior da solucdo, mantendo-a em constante agitacao até que
0 equilibrio térmico seja alcancado (HEWITT, 2008; KAPPE; DALLINGER;
MURPHREE, 2009).

O Sistema Hidrotérmico de Conveccdo (SHC) é um sistema composto por um
reator hidrotérmico (RH) feito em aco inoxidavel, placa de agitacdo, controlador de
temperatura e resisténcia elétrica (BARRADO, 2008). As paredes do reator sdo espessas
e por isso 0 equipamento pode suportar pressées extremas. Para promover 0 aguecimento
do RH, e utilizada uma resisténcia elétrica que envolve a lateral externa do RH com
poténcia especifica em uma temperatura maxima adequada.

Um controlador externo e responsavel pelo funcionamento deste dispositivo
elétrico e pela programacdo da temperatura e do tempo de processamento. Um copo de
politetrafluoretileno (PTFE), conhecido por Teflon € usado como recipiente para a
solucdo precursora com o intuito de minimizar possiveis fontes de contaminagdo
presentes nas paredes de aco do reator.

J& a placa de agitacdo tem a finalidade de assegurar o continuo movimento do
liquido e de impedir o acimulo de particulas no fundo do copo, aumentando a
homogeneizacdo da solucao.

O tempo de tratamento e a temperatura sao importantes condi¢des de sintese, as
quais sdo variaveis para a melhor otimizacdo a fim de obter nanoparticulas com tamanho,
forma e distribuicdo controlados.

A Figura 3 mostra uma representacdo esquematica do sistema de tratamento

hidrotérmico para a sintese de nanoparticulas.
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Figura 3 - Representacdo esquematica do sistema de hidrotermalizagdo (Figura retirada
de MOURAQO et al. (2009)).

A reagdo quimica que ocorre neste sistema fechado pode envolver um ou mais
precursores diferentes na presenca de agua a uma temperatura superior a sua ebulicdo
(100°C), sendo, portanto, baseado na sobreposicdo entre a pressao como fator
termodinamico e as propriedades especificas da agua (BURDA et al., 2005;
DEMAZEAU, 2011).

Normalmente, a sintese hidrotérmica da HAP ¢é realizada em temperaturas até
300°C (BURDA et al., 2005). Para o presente estudo, 0s processos hidrotérmicos das
sinteses de HAP e ZnO foram realizados em temperatura controlada de 150°C, durante
um periodo de 30 minutos e 2 horas, respectivamente.

Para o processo de cristalizacdo, a pressdo de vapor e a estrutura da dgua em
temperatura elevada desempenham importante e diferente funcao daquela na temperatura
ambiente, sendo um excelente precursor (BURDA et al., 2005).

No processo hidrotermal ocorre um aumento significativo na solubilidade da
particula amorfa e sua cristalizacdo pode ocorrer simultaneamente com processos de
redissolucdo e reprecipitacdo (SOMIYA; HISHINUMA; AKIBA, 1995).

O processo de nucleagdo e o crescimento das particulas ocorrem com tamanho
especifico para as nanoparticulas em suspensédo que séo solubilizadas na solu¢éo. Quando
as solucdes sdo menos saturadas ocorre uma diminui¢do nas taxas de crescimento das
nanoparticulas (BYRAPPA; OHACHI, 2003).

Vaérios fatores podem afetar o processo hidrotermal, incluindo o tipo de precursor,
pH da solucéo, relacdo agua/precursor, temperatura, natureza do solvente e estabilizante
(BURDA et al., 2005; DEMAZEAU, 2011).
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Quando ha a variacdo em algum destes parametros, as particulas podem ser
sintetizadas com diferentes tamanhos, formas e estados de aglomeracdo. Nesta etapa
poderéo ser adicionados diferentes surfactantes para controlar a disperséo e o tamanho
das particulas. O grau de cristalinidade das nanoestruturas se eleva quando a temperatura
aumenta em solucdes sob alta pressdo, obtendo uma razdo Ca/P proximo ao valor
estequiométrico (Ca/P = 1,67) (ELLIOTT, 1994).

Para a preparagdo de materiais especificos é importante o controle ideal do pH, na
estabilizacdo de diferentes formas estruturais, elaboracdo de nanocompositos e no
controle do tamanho e forma dos cristais (DEMAZEAU, 2011).

2.3 Nanotecnologia e Nanotoxicologia Ambiental

A nanotecnologia tem atraido cada vez mais atencdo da comunidade cientifica
mundial e do publico em geral (PATIL et al., 2016). A nanotecnologia é o conhecimento
e o controle da matéria na escala nanométrica, nas dimensdes entre 1 a 100 nm, com
propriedades novas e Unicas para as mais diversas aplicacbes (ABO ENIN, 2014;
KUNDURU et al., 2017; MIHINDUKULASURIYA,; LIM, 2014).

A nanotecnologia tem aplicacGes em todos os setores da ciéncia e tecnologia
incluindo as areas da engenharia, médica, farmacéutica, agricultura, meio ambiente,
cosmeéticos, filtros solares, embalagens para alimentos, produtos de limpeza, vestuério,
sistemas de purificacdo de agua, sensores e biosensores (BONDARENKO et al., 2013;
CONTRERAS; RODRIGUEZ; TAHA-TIJERINA, 2017; KOTTEGODA et al., 2011;
SERRANO; RUS; GARCIA-MARTINEZ, 2009). H& uma década, o termo
nanotoxicologia surgiu como uma sub-disciplina pertencente a interface entre toxicologia
e ciéncia dos nanomateriais. Esta ciéncia enfatiza a interacao direta e a interferéncia de
nanoparticulas com os processos celulares vitais (SHVEDOVA; PIETROIUSTI,
KAGAN, 2016).

Segundo Khan, Fulekar e Pathak (2015), dois fatores evidenciam a importancia
da nanotoxicologia e a necessidade de seu desenvolvimento e aprofundamento: produgéo
em larga escala de diferentes nanomateriais e desenvolvimento de nanomateriais com
propriedades fisico-quimicas novas e complexas.

Farcal et al. (2015) relatam que os nanomateriais manufaturados tém se tornado
foco dos estudos em diversas aplicacfes, devido as suas novas e Unicas propriedades, em

escala nanométrica. Além disso, a partir da década passada, houve um aumento

14



exponencial no nimero de artigos cientificos produzidos e relacionados aos estudos sobre
os efeitos toxicologicos de nanomateriais.

Krug (2014) revela que de 1999 a 2014, foram produzidos cerca de 10.000
trabalhos sobre as questfes ambientais e de salde, 0s quais apresentaram insatisfatorios
resultados com protocolos experimentais pobres ou carentes de referéncias in vivo e in
vitro para caracterizacdo e testes de toxicidade para diversos nanomateriais
(SHVEDOVA; PIETROIUSTI; KAGAN, 2016).

Oberdorster et al. (2005) explicam que a atividade bioldgica das nanoparticulas
dependera dos parametros fisico-quimicos ndo-comumente considerados em estudos para
avaliacdo da toxicologia convencional (substancias quimicas), trazendo uma lista de
parametros para melhor compreensdo na avaliacdo nanotoxicoldgica, tais como:
concentracdo, tamanho da particula, distribuicdo do tamanho, estado de aglomeracao,
forma da particula, estrutura cristalina, composi¢do quimica, area superficial, quimica
superficial, carga superficial e porosidade.

Dawson et al. (2013) mencionam que € de extrema necessidade o aperfeicoamento
de metodologias que determinem as intera¢fes entre nanomateriais e a matriz bioldgica.
O projeto de infra-estrutura de pesquisa denominado de Quality-Nano enfatiza a
importancia de se padronizar e harmonizar os métodos e procedimentos experimentais
para a seguranca e caracterizacdo dos nanomateriais in situ. Um dos projetos de grande
relevancia internacional € o projeto NanoReg, composto por 70 institutos parceiros, as
quais recebem um grande numero de recursos financiados pela Comissdo Européia e
participantes dos Estados membros, a fim de facilitar a padronizacéo e regulamentacao
dos testes nanotoxicoldgicos. Além disso, o projeto visa integrar e estreitar a colaboracdo
das organizacGes internacionais tais como a Agéncia Européia dos Produtos Quimicos
(ECHA), a Organizacdo para a Coopera¢do e Desenvolvimento Econémico (OCDE), o
Comité Europeu de Normalizacdo (CEN) e a Organizacdo Internacional para
Padronizag&o (1SO).

As diretrizes de varios protocolos desenvolvidos pela OECD como as voltadas
para a analise das propriedades fisico-quimicas dos nanomateriais, a analise quantitativa
de revestimentos de superficie e analise de distribuicdo de tamanhos no estado seco ou
em poO, bem como no estado humido também estdo sendo verificadas pelo projeto
NanoReg, o qual faz uma abordagem européia comum para o teste regulamentar de
nanomateriais manufacturados (BLEEKER et al., 2013).
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Nos ultimos anos, tem ocorrido um grande crescimento no campo da toxicologia
aquatica. As razdes para tal fato sdo devido a introducdo de novas metodologias, € 0
aumento da preocupacdo na seguranca de novos materiais sintéticos, como 0s
nanomateriais. A ecotoxicologia engloba o estudo do comportamento ambiental,
transporte, biodisponibilidade, bioacumulacédo (exposi¢édo), e a toxicidade de agentes nos
mais diferentes niveis tréficos (WANG, 2011). N&o se sabe com precisdo qual o destino
ambiental dos diversos nanomateriais dispostos nos ecossistemas, muito menos o seu
potencial toxico para os organismos da cadeia trofica aquatica (FRANKLIN et al., 2007).

No escopo da nanotoxicologia, a toxicidade dos mais diversos nanomateriais deve
ser determinada nos diferentes niveis tréficos presentes nos ecossistemas, a fim de avaliar
da forma mais adequada e significativa os efeitos destes para a saide ambiental e humana.
No entanto, sdo poucos os protocolos ou materiais de referéncia especificos e certificados
para a realizacdo dos bioensaios de toxicidade com nanomateriais. Diante disso, 0S
pesquisadores tentam adequar as melhores metodologias existentes para este tipo de
avaliacdo, contornando as dificuldades na interpretacdo e comparagdo das conclusoes
obtidas (BAUN et al., 2008)

Atualmente, os efeitos causados pelas interacGes entre as nanoparticulas e
nanomateriais com o ambiente vem sendo muito estudados em ecossistemas aquaticos,
buscando elucidar os mecanismos de toxicidade envolvidos (BOLIK; KOOP, 1991;
SEGURA; SHEA, 2001). O trabalho de Biswas e Wu (2005) relata uma profunda
discussdo sobre as intera¢fes e 0s impactos das nanoparticulas no ambiente.

Schierz et al. (2014) destacam que um dos aspectos mais importantes que um
nanomaterial apresenta é a sua tendéncia a agregacao e aglomeracao, pois as particulas
se unem por forcas secundarias, incluindo as forcas de Van der Waals e forcas
eletrostaticas. Além disso, as particulas tendem a formar grupos que sdo dificilmente
dispersas por meios mecénicos, sendo denominadas, neste caso, de agregados de
particulas. Os complexos agregados geram efeitos de comportamento diferentes daqueles
apresentados pelas particulas individuais.

Gong et al. (2011) evidenciaram que 0s recursos hidricos sdo consideravelmente
vulneraveis a contaminagdo por nanomateriais, apresentando grande potencial de
toxicidade para a biota aquatica, a qual deve ser analisada de forma minuciosa. Muitos
sdo os trabalhos encontrados na literatura com o foco de avaliagdo da nanotoxicidade em
organismos aquaticos, dos quais parte deles sdo relacionados a toxicidade de

nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO), 6xido de cobre (CuO), éxido de titanio (TiOy),
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materiais da familia dos grafenos e nanomateriais como os quantum dots (QDs)
(ARUQOJA etal., 2009; FRANKLIN etal., 2007; SADIQ et al., 2011; WANG et al., 2008;
WONG et al., 2010; ZHAO et al., 2017). Dentre 0s organismos aquaticos comumente
testados, estdo as microalgas verdes e as cianoficeas de varias espécies (CHELONI,
MARTI; SLAVEYKOVA, 2016; GALLETTI et al., 2016; GONG et al., 2011; GUO;
SELBY; BOXALL, 2016; LEI et al., 2016; OECD, 2011a; PERREAULT et al., 2012;
SADIQ et al., 2011; WANG et al., 2016b; ZHAO et al., 2017).

Marcone (2011) descreve sucintamente as principais caracteristicas da microalga
Pseudokirchneriella ~ subcapitata  (anteriormente ~ denominada  Selenastrum
capricornutum), a qual € comumente utilizada em bioensaios de toxicidade (ZAGATTO;
BERTOLETTI, 2006). O autor ainda ressalta que as algas sdo largamente utilizadas em
programas de monitoramento ambiental por formarem a produtividade primaria dos
ecossistemas aquaticos e por serem 0s primeiros seres vivos a sinalizarem os impactos
em corpos de agua, viabilizando acBes de correcdo na gestdo frente a efeitos danosos.
Além disso, 0s bioensaios que empregam as microalgas como organismos-teste sao

geralmente sensiveis, rapidos e econdmicos.

2.3.1 Efeitos nanotoxicoldgicos diretos e indiretos

Muitos estudos que investigam a nanotoxicidade em algas apontam os efeitos
toxicos possiveis de ocorrer quando ha a interacao entre diferentes nanoparticulas com as
células e os mecanismos bioquimicos que ocorrem no metabolismo celular. As
propriedades estruturais, de forma e de superficie das nanoparticulas sdo as responsaveis
por gerar varios efeitos toxicos (PETERSEN et al., 2015), os quais sao classificados como
diretos, os quais podem ser também denominados de fisicos e efeitos indiretos e/ou fisicos
indiretos (LI; BRETT, 2013; LONG et al., 2012; PETERSEN et al., 2015; QU;
ALVAREZ; LI, 2013; ZHAO et al., 2017).

Wang et al. (2016b) relatam que os efeitos fisicos diretos sdo danos morfoldgicos
celulares, das membranas e paredes celulares (LIN et al., 2012; MACHADO; SOARES,
2012) e a formacéo de aglomerados/agregados com as nanoparticulas (GALLETTI et al.,
2016). J& os efeitos fisicos indiretos séo gerados pela reducéo na disponibilidade de luz,
denominado de efeito de sombreamento (LONG et al., 2012), estresse oxidativo
decorrente a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), danos no material genético

(DNA) (TOH et al., 2014) e as condigdes de crescimento devido a absorgéo deficiente ou
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deplecdo de nutrientes pelas células algais causadas pela interacdo das células com
diferentes tipos de nanoparticulas aglomeradas/agregadas, as quais reagem com alguns
nutrientes presentes no meio de cultivo (ARUOJA et al., 2009; HARTMANN et al., 2010;
JI; LONG; LIN, 2011; LEl et al., 2016; SCHWAB et al., 2011).

Um importante fator com relacdo a toxicidade indireta é a influéncia do meio de
cultivo onde elas sobrevivem. O meio de cultivo é composto de nutrientes minerais, 0s
quais, quando entram em contato com nanoparticulas de elevada area superficial, podem
sofrer a deplecédo de alguns nutrientes, inibindo o crescimento das microalgas (ZHAO et
al., 2017).

Varios séo os efeitos toxicos causados pelos nanomateriais as microalgas, mas em
geral, os mais relatados e conhecidos sdo alteragdo do metabolismo, inibicdo do

crescimento e efeito de sombreamento (GONG et al., 2011).

2.3.2 Algas

Algas ou vegetais avasculares sdo seres classificados como eucariéticos, podendo
ser unicelulares ou pluricelulares, os quais apresentam algumas caracteristicas
semelhantes as plantas ou vegetais superiores, como a presenca de cloroplastos e
organelas responsaveis pelos processos fotossintéticos. Além disso, as algas podem ter
ou ndo mobilidade e seu tamanho varia desde poucos micrometros (microalgas) a mais
de um metro de cumprimento (macroalgas) (ROUND, 1983). Os métodos de reproducao
podem ser assexuados e sexuados, frequentemente caracterizados pela producdo de
zoosporos ou gametas flagelados moveis, evoluindo ainda para oogamia em diversos
grupos (ROUND, 1983).

Apesar da extrema variabilidade de aspectos morfolégicos, citoldgicos e
reprodutivos que apresentam, 0s seus mecanismos basicos e vias metabolicas parecem ser
similares aos dos demais vegetais. Todas as algas apresentam clorofila a e possuem
sistema fotossintetizante que funciona a partir deste pigmento. Os requisitos nutritivos
bésicos e os produtos finais de assimilacdo, carboidratos e proteinas, sdo similares aos
dos vegetais superiores, embora seja maior a variedade de carboidratos (ROUND, 1983).

Do ponto de vista ecoldgico, as algas representam um grupo cosmopolita,

ocorrendo na superficie de todos os tipos de solos e regides permanentemente cobertas de
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gelo e neve, tendo, porém, seu maior centro de distribuicdo nas 4guas, as quais cobrem
70% da superficie do planeta, onde constituem os principais produtores primérios de
compostos orgénicos de carbono. Ocorrem sob a forma de fitoplancton microscopico e
ainda como organismos micro e macroscopicos na zona limite entre ambiente terrestre e
aquético (LEE, 1989; ROUND, 1983).

Olaizola (2003) relata que as microalgas sdo microrganismos heterogéneos,
usualmente microscopicos, unicelulares, coloniais ou filamentosos, coloridos e
fotoautotroficos. Filogeneticamente, podem ser procaridticos ou eucariéticos. O cultivo
de microalgas esta crescendo gradativamente no mundo inteiro, o qual é utilizado para as
mais variadas aplicacdes (BERTOLDI; SANT’ANNA; OLIVEIRA, 2008).

As algas, em especial as microalgas, sao denominadas de produtores primarios
dominantes por serem organismos com funcdo primordial na cadeia trofica aquatica,
constituindo a base dos niveis tréficos. Por esta razdo, elas sdo comumente empregadas
nos testes de toxicidade, uma vez que havendo desequilibrio nesta populacéo,
consequentemente poderad haver efeitos negativos para os demais niveis troficos
(MACHADO:; SOARES, 2012).

2.3.3 Microalga Pseudokirchneriella subcapitata

A espécie de microalga verde Pseudokirchneriella subcapitata foi descrita pela
primeira vez por Printz em 1914 como a antiga Selenastrum capricornutum e também
Raphidocelis subcapitata (PRINTZ, 1914), hoje pertencente ao Filo Chlorophyta, ao
género Pseudokirchneriella e a classe Chlorophyceae (ARUOJA, 2011; ARUOJA et al.,
2009; OLIVEIRA, 2007). Entretanto, a sua taxonomia ainda é bastante complexa, pois
ha varios nomes que sdo usados em paralelo para sua designacdo (ARUQJA, 2011).

Segundo Korshikov F. Hindak (1990), a classificacdo taxonémica mais atual da
microalga é a seguinte:

Reino: Plantae;
Subreino: Viridiplantae;
Filo: Chlorophyta;
Subfilo: Chlorophytina;
Classe: Chlorophyceae;
Ordem: Sphaeropleales;

Familia: Selenastraceae;

19



Género: Pseudokirchneriella;

Espécie: Pseudokirchneriella subcapitata.

Esta espécie encontra-se geralmente em aguas doces, tanto em ambientes
oligotroficos como eutroficos (ARUOJA, 2011; BLAISE, 1998; BLAISE; VASSEUR,
2005).

Com relacédo a sua morfologia quando dispostas em cultura, as células apresentam-
se solitarias, exceto durante a divisdo celular, ocorrendo ocasionalmente a formacéo de
grupos unicelulares envelopados por uma delicada mucilagem incolor. As células tém
uma forma helicoidal, normalmente semi-circular curva na fase vegetativa. E similar a
um formato de meia-lua e apresenta um cloroplasto Unico, parietal e desprovido de
pirendide, longo e de cor verde brilhante indicando a presenca do pigmento clorofila. O
didmetro das células em 154 - 360° de arco varia entre 4,8-10,8 uM, com largura de 1,6-
4,4 uM e profundidade/largura 1,7-4,1 (ARUOJA, 2011; BLAISE; VASSEUR, 2005).

O modo de reproducdo desta microalga é assexuado através de auto-esporos. A
célula mée se divide em 2, 4 ou 8 auto-esporos (NYGAARD, 1986). Apresenta um ciclo
de vida curto, podendo ser facilmente cultivada em laboratério, 0 que a torna um
organismo-teste ideal empregado em bioensaios de toxicidade (CEREJEIRA et al., 2005).

O trabalho de Machado e Soares (2014) aponta as etapas do ciclo de vida das
células de P. Subcapitata, mostrando em A as trés importantes fases: (1) crescimento da
célula-mae; (2) divisao celular e (3) liberacdo das células-filhas (auto-esporos), e em B
as morfologias correspondentes para cada estagio do ciclo através de fotomicrografias de
fluorescéncia com contraste de fase, podendo observar o nucleo celular em cada estagio
(Figura4 A e B).
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A

Cell growth Cell division Cell release
Stage 1 Stage 2 Stage 3 Stage 4

B

Stage 1 Stage 2

Figura 4 (A e B) - Etapas do ciclo de vida da microalga Pseudokirchneriella
subcapitata. Na imagem 4A pode-se observar os estagios do ciclo de vida e na imagem
4B as micrografias de fluorescéncia com contraste de fase mostrando as diferentes
morfologias para cada estagio de vida (Figura retirada de MACHADO e SOARES
(2014)).

A espécie depende de algumas condi¢cdes ambientais especificas com relacdo a
luz, ao oxigénio, temperatura e disponibilidade de nutrientes. O seu desenvolvimento se
torna limitante na auséncia de luz e em meios pobres em oxigénio, no entanto € capaz de
sobreviver em meios pobres em nutrientes, sendo os principais fatores limitantes de seu
crescimento o nitrogénio e o fésforo. A temperatura ideal para o seu florescimento deve
ser em torno de 24° C (CEREJEIRA et al., 2005).

Por todas estas razdes, Aruoja (2011), Aruoja et al. (2009) e Oliveira (2007)
relatam que esta espécie de microalga faz parte dos bioindicadores mais utilizados em
testes de toxicidade de agua doce (LEWIS et al., 1994), uma vez que é uma das espécies
mais representativas da base da cadeia trofica aquatica (VIDOTTI; ROLLEMBERG,
2004), além de ser mais sensivel que os demais organismos, tais como invertebrados e
peixes (KALLQUIST et al., 2008; MOREIRA-SANTOS; SOARES; RIBEIRO, 2004).

Como todas as algas de dgua doce possuem distribuicdo cosmopolita em solos e

corpos d"agua, evidencia-se ainda mais um motivo pelo qual tem sido amplamente
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utilizada em estudos de ecotoxicologia de poluentes ambientais, além de serem
recomendadas no registro de agentes quimicos e pesticidas por 6rgdos ambientais
nacionais e internacionais, tais como a Organizagdo para Cooperacdo Econdmica e
Desenvolvimento (OECD, 2006, 2011b), Agéncia de Protecdo Ambiental (LEWIS et al.,
1994; UNITED STATES ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 1996),
Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB, 2005) e Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA, 2005).

Segundo Machado e Soares (2012), a espécie P. subcapitata € recomendada pelos
métodos de agéncias internacionais, tais como U.S. EPA (U.S. ENVIRONMENTAL
PROTECTION AGENCY OFFICE OF WATER, 2002) ou OECD (OECD, 2006, 2011a),

além de muitos protocolos nacionais, 0s quais foram também mencionados anteriormente.
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Capitulo 3 - Objetivos

3.1 Objetivo Geral

O presente estudo teve por objetivo geral sintetizar e caracterizar compostos
nanoestruturados baseados em hidroxiapatita e 6xido de zinco visando aplicacdo como
nanofertilizantes e avaliar o potencial aspecto de sua nanotoxicidade ambiental utilizando

como organismo-teste a microalga da espécie Pseudokirchneriella subcapitata.

3.2 Objetivos Especificos

Visto os conceitos e trabalhos debatidos anteriormente no Capitulo 1 — Introducéo
e no Capitulo 2 — Referencial Tedrico, este estudo teve os seguintes objetivos especificos:

- Sintetizar os compostos nanoestruturados de Hidroxiapatita (Caio(PO4)s(OH)2)
(HAP) e de Oxido de Zinco (ZnO) e, determinar as suas propriedades estruturais e
caracteristicas morfologicas;

- Avaliar os efeitos nanotoxicoldgicos dos nanofertilizantes para o organismo-
teste da espécie Pseudokirchneriella subcapitata, a partir das curvas de crescimento e
demais parametros estatisticos, tais como velocidade do crescimento algaceo e duracao
da fase lag;

- Avaliar as alteracbes morfoldgicas das células algaceas expostas as

nanoestruturas de HAP e ZnO.
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Capitulo 4 - Materiais e Métodos

4.1 Sintese das nanoparticulas de HAP e ZnO por Coprecipitacao

4.1.1 Sintese das nanoparticulas de HAP por Coprecipitacédo

No Laboratério de Preparacdo de Amostras, pertencente as dependéncias do
Laboratério Nacional de Nanotecnologia para o Agronegocio (LNNA) da Embrapa
Instrumentacgdo, foram definidos 3 tipos de sinteses para a HAP nanoestruturada via
método de coprecipitacdo por via umida. As sinteses da HAP Coprecipitada foram obtidas
através de suspensdes baseadas na hidrélise do sal contendo os ions de interesse (Ca?* e
P°"). Para cada sintese foram solubilizados 3,53 g nitrato de calcio (Ca (NOs).) em &gua
deionizada sob constante agitacdo em baldo de 3 bocas, a temperatura ambiente.
Paralelamente, solubilizou-se 1,18 g de fosfato de aménio ((NH4):HPO.) em agua
deionizada, cuja solucdo foi transferida para uma bureta, na qual com gotejamento lento
esta solucdo foi transferida para a solucdo de nitrato de calcio.

O pH do meio reacional foi constantemente ajustado para 11 com a adicdo de
hidroxido de amdnio, quando necessario. Todo processo de sintese foi realizado sob fluxo
de nitrogénio. Nas Figuras 5 A e B, indicacdo das etapas de sintese da HAP pelo método
de coprecipitacdo, com procedimentos de titulacdo do ((NH4)2HPO4), agitacdo magnética
da solucdo de formacao do precipitado de HAP, galdo de fluxo de N2 e o bal&o de 3 bocas,

onde ocorre a sintese.

24



Figura 5 (A e B) - Etapas de sintese da HAP pelo método de Coprecipitagdo por via
Umida. Na Figura A, 1 mostra a bureta para titulacdo do ((NH4)2HPOQa), e 2 o cilindro de
N2. J& em B, 3 mostra o agitador magnético para homogenizagéo do precipitado branco
e 4 o baldo de trés bocas onde esta a solugdo de formagéo do precipitado.

Ao final de cada sintese obteve-se a formacdo de um precipitado branco e as
suspensdes obtidas foram submetidas a centrifugacdes (centrifuga da marca HANIL,
modelo Continent) para lavagem do material com &gua deionizada, utilizando 10.000
rpm, em 5 ciclos de 10 minutos, a = 23°C de temperatura até atingir pH 7.

Em seguida, o precipitado de uma das sinteses realizadas foi acondicionado em
placa de Petri e seco em estufa a vacuo (marca Nova Etica) a 40°C. Ja os produtos das
outras duas sinteses de HAP via método coprecipitacdo foram tratados pelo método
hidrotermal, no periodo de 2 horas. Neste caso, as amostras ndo foram submetidas as

etapas de centrifugacédo, lavagem e secagem.

4.1.2 Sintese das nanoparticulas de ZnO por Coprecipitacao

Para o nanofertilizante de ZnO, foram definidas cinco sinteses a partir da obtencéo
de nanoparticulas de ZnO puro. Pelo método de Coprecipitacdo foram realizadas cinco
sinteses de ZnO puro, nas quais foram solubilizados 5,479 de nitrato de zinco (Zn(NO3)2)
e 4g de hidroxido de sodio (NaOH), em agua ultrapura deionizada (18,3 MQ cm de
resistividade, obtida por sistema de purificacdo Barnstead Thermo e modelo Nanopure
Diamond Analytical).

Posteriormente, a solu¢do de NaOH foi misturada a solucdo de (Zn(NO3)) até

formar um precipitado branco, a temperatura ambiente e agitacdo constante, mantendo o
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pH final na faixa entre 12 a 14. O precipitado em formacéo ficou em agitacdo por 10
minutos com a finalidade de intensificar o processo de nucleacdo das particulas (Figura 6
A e B). Em seguida, o precipitado de uma das sinteses foi acondicionado em placa de
Petri e seco em estufa a vacuo (marca Nova Etica) a 60°C. Ja os produtos das outras
quatro sinteses de ZnO via método coprecipitacdo foram tratados pelo método
hidrotermal, sendo as primeiras 2 sinteses sem a adi¢do do dispersante polimetacrilato de
amonio (PMAA) e, as 2 ultimas com a adi¢do de 100uL. de PMAA, nos periodos de 30
minutos e 2 horas, objetivando definir a cristalinidade e morfologia, além de dispersar as
particulas agregadas/aglomeradas.

Ao final de cada sintese, obteve-se a formacgdo de um precipitado branco e as
suspensOes obtidas foram submetidas a centrifugaces (centrifuga da marca HANIL,
modelo Continent) para lavagem do material com agua deionizada, a 10.000 rpm, em 5
ciclos de 10 minutos, a = 23°C de temperatura até atingir pH 7. A Figura 6 (A e B) mostra

0 processo de sintese pelo método de coprecipitacdo do ZnO.

Figura 6 (A e B) - Etapas da sintese de ZnO através do método de Coprecipitagdo. Em
A sdo mostrados os reagentes hidréxido de sédio e nitrato de zinco e em 6B tem-se a
formacéo do precipitado de ZnO em agitagdo no recipiente de teflon.

4.2 Tratamento das nanoparticulas de HAP e ZnO por Hidrotermalizacdo

Apds a sintese da HAP coprecipitada, as suspensdes ficaram em torno de 2 horas
em fluxo de nitrogénio para evitar a formacdo de compostos carbonatados nas amostras.

Duas das suspensdes de HAP foram submetidas ao processo de hidrotermalizacéo
para o envelhecimento dos precipitados.

Para os dois tratamentos hidrotermais realizados, a temperatura estabelecida foi
de 150°C, com pressdo maxima atingida de 15 atm e duracéao de 2 horas.

Cada amostra foi transferida para o frasco de Teflon de 100 mL, no qual foi

corrigido o volume e o pH em torno de 11, antes de acopla-lo no reator hidrotérmico. Este
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tem por finalidade minimizar os efeitos de ataque quimico, o qual € aquecido
externamente por um forno tubular. Para a afericdo da temperatura e da pressao no sistema
foi utilizada uma sonda interna (termopar), acoplada a um controlador de temperatura, e
um mandémetro.

Com o intuito de reduzir os aglomerados/agregados, e aumentar o tamanho e a
dispersdo das nanoparticulas de HAP, adicionou-se na tultima sintese de HAP 100 uL do
dispersante polimetacrilato de amonio (PMAA) antes do processo hidrotermal.

O tempo de hidrotermalizacdo foi de 2 horas para ambas as amostras de HAP.

Apds o processo hidrotermal, cada produto resultante foi lavado com agua
deionizada, até o pH da suspensdo chegar a 7, utilizando 0os mesmos parametros de
centrifugagdo anteriores. As amostras foram transferidas para placas de Petri e
acondicionadas em estufa para secagem a temperatura de 40°C.

Para os quatro tratamentos hidrotérmicos das nanoparticulas de ZnO puro, 0s
precipitados brancos obtidos foram transferidos para o copo de Teflon de 100mL e levado
ao reator hidrotermal e mantidos a uma temperatura de 150°C por 30 minutos e 2 horas,
respectivamente. A variagdo de pressao ocorrida foi minima.

Ao final do processo, os materiais foram centrifugados com 0s mesmos
parametros utilizados até atingir pH 7. As amostras foram acondicionadas em placas de
Petri para secagem em estufa a uma temperatura de 60°C.

A Figura 7 mostra o processo hidrotermal de sintese da HAP e do ZnO, com as

pecas necessarias para o sistema.

Figura 7 - Tratamento hidrotermal das nanoparticulas de HAP e ZnO, sendo (1)
Controlador de temperatura e tempo, (2) Agitador magnético para homogeneizacao da
solucéo, (3) Forno elétrico com resisténcia elétrica, (4) Manémetro e (5) Véalvula de
seguranga.
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Ap0s secagem em estufa, as amostras de HAP e ZnO foram desaglomeradas com
auxilio de pistilo e almofariz até a obtengdo de um po6 extremamente fino. As amostras
foram acondicionadas em tubos de eppendorf e devidamente etiquetadas até a realizacéo
da caracterizacdo estrutural e morfologica das nanoparticulas, e dos bioensaios de

nanotoxicidade.

4.3 Caracterizacao estrutural e morfolégica das nanoparticulas de HAP e
ZnO

4.3.1 Difracao de Raios X

A técnica de difracdo de raios X (DRX) foi utilizada para a caracterizacédo
estrutural dos materiais cristalinos, permitindo a identificacdo da fase e da estrutura
cristalina da amostra, sem a destruicdo do material.

As amostras de HAP e ZnO foram acondicionadas em laminas de vidro, com
quantidade suficiente para preencher todo o porta-amostra. Com o auxilio de uma
laminula planificou-se a amostra, a qual foi para leitura no equipamento.

Os difratogramas de raios X foram obtidos através do equipamento da marca
Shimadzu, modelo XRD 6000. As condigdes operacionais utilizadas foram angulo

variando de 5° a 80° (20) e velocidade de 1°/min.

4.3.2 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

A técnica de espectroscopia na regido de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) é obtida por meio da radiacdo na regido do infravermelho refletida,
transmitida ou absorvida pelo material. Para esta pesquisa, a técnica foi utilizada para
verificar a presencga, ou ndo, de espécies adsorvidas na superficie da amostra e como
ferramenta adicional para a confirmagéo da obtencdo da HAP e do ZnO.

Primeiramente foram preparadas pastilhas de KBr, pesando 0,001g de cada
amostra de HAP e ZnO, e 0,1 g do diluente KBr. Misturou-se e triturou-se o p6 com
auxilio de pistilo e almofariz até homogeneizacdo das amostras, para desta forma inseri-
las no porta-amostra. Este foi pressionado a 5 atm no suporte de pressédo por 2 minutos

para se obter uma conformacéo ideal das pastilhas.
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A leitura das amostras foi realizada no equipamento da marca Perkin Elmer,
modelo Spectrum 1000. O software empregado para a obtencdo dos espectros foi o
Spectrum V 5.3.1. Foram realizadas 32 varreduras entre 4000 e 400 cm-1 com resolugéo

de 4 cm?, e intervalo de 2 cm™.

4.3.3 Potencial Zeta

A analise de Potencial Zeta é de extrema importancia para as nanoparticulas em
suspensdo, pois estas normalmente possuem carga eletrostatica na sua superficie, e podem
adsorver ions e surfactantes, modificando o potencial de superficie total, formando uma
dupla camada elétrica em torno de cada particula, cujo potencial da superficie é designado
de potencial zeta. Além disso, o potencial pode ser afetado pelo pH ou forga i6nica do
meio e a interacdo das particulas se d& pela magnitude do potencial, isto é, potenciais em
maddulo, maiores que £30 mV, indicam estabilidade da disperséo coloidal (MAHMOUDI
etal., 2011).

Para as medidas de potencial zeta das suspensdes de HAP e ZnO, foi utilizado o
equipamento da marca Malvern Instruments, modelo Zetasizer Nano ZS90. O software
empregado foi 0 DTS Nano. As condicGes para esta analise foram calculadas por meio de
medidas de mobilidade eletroforética realizadas no referido equipamento. Para isso,
pesaram-se 0,004 g da amostra de cada material que foram dispersas em 25 mL de &4gua
Mili-Q. Deixou-se por 1 minuto em ponteira de ultrassom, com amplitude de 30% para

uma dispersédo mais homogénea.

4.3.4 Isotermas de adsorcado/dessor¢ao de N2

As analises de adsorcdo e dessor¢do de N2 pelo método (Brunauer, Emmett e
Teller) — BET foram realizadas para se obter as medidas da area superficial especifica das
nanoparticulas de HAP e ZnO. O equipamento utilizado para as anélises € da marca ASAP
modelo 2020, e o software & ASAP 2020V 303.

Durante o processo de analise, cuja duracéo foi de aproximadamente 3 horas, as
amostras passaram por um pré-tratamento durante 12 horas no equipamento em processo
Degas, no qual foram removidas todas as impurezas presentes nas mesmas. Os parametros

utilizados para esta caracterizacdo foram: rampa de aquecimento de 10°C min-1,
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temperatura de aquecimento final de 80°C, taxa de evacuacao de 1,5 mmHg s-1, tempo

de evacuagdo de 60 minutos e o vacuo foi de 20 umHg.

4.3.5 Microscopia Eletronica de Varredura com Fonte de Emissdo de Campo
(MEV-FEG)

A técnica de microscopia eletrénica € muito utilizada para estudar o tamanho, a
forma e distribuicdo de particulas por meio da obtencéo de imagens com alta resolucao.
Para o presente estudo, as imagens de microscopia da HAP e ZnO foram obtidas através
do microscopio da marca JEOL, modelo JSM 6701F.

As amostras de HAP e ZnO foram preparadas por meio da deposi¢éo de uma fina
camada do material no porta-amostras, o qual foi recoberto com uma camada fina de tinta
carbono utilizando um pincel. Apos a secagem da tinta, as amostras foram acondicionadas
ao microscopio. Apos a obtencdo das imagens no MEV-FEG foram obtidos os
histogramas com os valores do didmetro médio das nanoparticulas de HAP e ZnO,
utilizando o programa de imagens Image J, versdo 1.5. Para isso foram selecionadas
dentre as fotos 100 particulas de cada amostra de HAP e ZnO, para a obtencdo da média

e do desvio padrao.

4.4 Bioensaios de nanotoxicidade
4.4.1 Bioensaios de nanotoxicidade ambiental

No laboratério de Amostras Biolégicas do EMBRAPA Instrumentacéo,
bioensaios de nanotoxicidade ambiental com a microalga Pseudokirchneriella
subcapitata foram realizados para as nanoparticulas de HAP e ZnO.

Os bioensaios com as nanoparticulas de HAP e ZnO foram realizados de acordo
com as normas preconizadas pela (OECD, 2011a). A norma consiste em determinar o
crescimento exponencial de vérias espécies de microalgas, como o de
Pseudokirchneriella subcapitata quando sdo expostas a substancias quimicas dentro do
periodo minimo de 72 horas de teste, avaliando diferentes efeitos toxicos.

Na primeira parte do trabalho foram realizados os bioensaios com as 3 sinteses
das nanoparticulas de HAP: HAP Coprecipitada, HAP Hidrotermal 2 horas sem PMAA
(dispersante polimetacrilato de aménio) e HAP Hidrotermal 2 horas com PMAA.
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Na segunda etapa do estudo nanotoxicolégico foram realizados os bioensaios com as 5
sinteses das nanoparticulas de ZnO: ZnO Coprecipitado, ZnO Hidrotermal 30 minutos
sem PMAA, ZnO Hidrotermal 30 minutos com PMAA, ZnO Hidrotermal 2 horas sem
PMAA e ZnO Hidrotermal 2 horas com PMAA.

Visando otimizar o processo de dispersdo e solubilizacdo dos p6s de ambos 0s
nanofertilizantes, os quais sdo praticamente insollveis em meio aquoso €, no meio de
cultivo W.C., foram realizados testes de dispersdo com as nanoparticulas, em banho de
ultrassom e ultrassom de ponta para diferentes periodos, porém ndo foram obtidos
resultados satisfatorios, uma vez que ambos os materiais voltaram a se aglomerar e
precipitar no fundo dos erlenmeyers minutos ap6s o término de cada processo.

Como as nanoparticulas de HAP e ZnO estavam na forma de pos foi necessario
fazer sua dispersdao no proprio meio de cultivo W.C. das microalgas para todas as
concentracdes selecionadas. O procedimento de dispersdo ocorreu por 3 dias em
incubadora refrigerada com agitacdo da marca Tecnal, modelo TE- 421, a 130 rpm de
rotacdo, a uma temperatura controlada de 22+1°C e fotoperiodo de 24 horas claro, sendo
nas mesmas condicdes experimentais para 0s bioensaios.

Apbs a finalizacdo dos bioensaios para ambas as nanoparticulas foram realizadas
as analises de microscopia eletronica de varredura (MEV) simultaneamente com o
espectrometro de energia dispersiva de raio X (EDS) para a constatacdo de eventuais
alteracdes morfologicas celulares e a verificacdo dos elementos quimicos constituintes
das amostras dos recipientes-teste, semi-quantificando o0s principais elementos

representativos das nanoparticulas de HAP e ZnO, respectivamente.

4.4.2 Meio de cultivo e Manutencdo das culturas de Pseudokirchneriella

subcapitata

As culturas de P. subcapitata foram iniciadas a partir de indculos de uma cepa do
Laboratério de Amostras Bioldgicas da Embrapa Instrumentacdo. Originalmente, as
microalgas foram obtidas do banco de culturas disponivel da UFSCar, CCMA-UFSCar
048, originado da NIVVA (Noruega).

A alga obtida foi mantida em meio de cultura previamente autoclavado a 120°C
por 15 minutos, preparada de acordo com as recomendagdes de Guidelines for the testing

of chemicals, test n® 201: Freshwater Alga and Cyanobacteria, Growth Inhibition Test
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(GUILLARD; LORENZEN, 1972; OECD, 2011a). O meio de cultivo W.C. utilizado na

manutencdo dos indculos e para os recipientes-teste foi escolhido dentre os recomendados

pela norma, o qual apresenta composi¢des de micro e macronutrientes fundamentais para

o0 desenvolvimento desta microalga de agua doce. O inéculo da microalga foi preparado

para se obter uma concentragéo final de 5x10* células/mL para pipetagem nos recipientes-

teste e recipientes-controle no primeiro dia de bioensaio (0 horas).

A Tabela 1 apresenta os componentes das solugdes-estoque para o preparo do

meio de cultivo W.C.

Tabela 1 - Composicédo e concentracdes das solucdes-estoque para o preparo do meio de

cultivo W.C.

Componentes Estoque (g/L)  Meio W.C. (mliL)
CaCl,2H,0 36.76 1.00
MgS04.7H,0 36.97 1.00
NaHCO, 12.60 1.00
K,HPO, 871 1.00
Na,SiO, 28.42 1.00
NaNO; 85.01 1.00
Na EDTA 4.36 1.00
FeCly.6H,0 3.5 1.00
CuS0,4.5H,0 0.01 1.00
ZnS0,.7H,0 0.022 1.00
CoCl,.6H,0 0.01 1.00
MnCl,4H,0 0.18 1.00
Na;Mo0,4.2H,0 0.006 1.00
H,BO, 1.00 1.00
Tiamina B1 0.10 1.00
Biotina B8 0.0005 100 pH=45

B12 Cianocobalamina 0.0005

1.00

4.4.3 Bioensaios de nanotoxicidade com P. subcapitata

Visando otimizar o processo da dispersdo das nanoparticulas de HAP e ZnO, de

modo a aumentar a solubilizagdo e dispersao entre as particulas antes de cada bioensaio,

0s recipientes-teste com 100 mL do meio W.C. e suas respectivas concentraces

selecionadas foram acondicionados em incubadora de cultivo refrigerada a 130 rpm de

rotagdo por 3 dias nas mesmas condigdes do bioensaio (Figura 8).
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Figura 8 - Recipientes-teste com Meio de Cultivo W.C. e nanoparticulas de HAP e ZnO
Coprecipitados em agitacdo a 130 rpm na incubadora refrigerada de cultivo pelo periodo
de 3 dias para 0 aumento da dispersdo e homogenizacao das nanoparticulas.

4.4.3.1 Estabilidade de carga superficial das nanoparticulas de HAP e ZnO
no meio de cultivo W.C.

Analises de potencial zeta foram realizadas para avaliar a estabilidade de carga da
superficie das nanoparticulas de HAP e ZnO dispostas no meio de cultivo W.C das algas
para todos os tratamentos de cada bioensaio.

O equipamento utilizado foi da marca Malvern Instruments, modelo Zetasizer
Nano ZS90. O software empregado foi o DTS Nano.

Utilizaram-se baixas concentragdes (10 mg L, 25 mg L%, 50 mg L%, 100 mg Lt
e 200 mg L) e altas concentragdes (50 mg L2, 100 mg L%, 250 mg L%, 500 mg L%, 750
mg L) para as nanoparticulas de HAP e, somente as baixas concentracGes para as
nanoparticulas de ZnO.

Cada tratamento foi disperso em 100 mL do meio de cultivo W.C por 1 minuto

em ultrassom de ponta, com uma amplitude de 30% para uma dispersdo mais homogénea.

4.4.3.2 Montagem dos Bioensaios de Nanotoxicidade

A montagem dos bioensaios com as nanoparticulas de HAP e ZnO foi realizada

atendendo as reivindicag0es da norma preconizada, com eventuais ajustes, tais como
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tempo de exposicdo da microalga ao nanofertilizante, nimero de réplicas para 0s
controles e de nimeros de concentragdes utilizadas.

Para ambos os nanofertilizantes, os bioensaios foram realizados em frascos de
erlenmeyers de vidro devidamente autoclavados, sendo organizados em triplicatas para 5
concentracdes selecionadas (tratamentos), mais 3 recipientes-teste para os controles e 3
recipientes-teste para os controles-positivo (dispersante PMAA) a fim de evitar o
falseamento dos resultados de toxicidade do material de interesse.

Os bioensaios com as nanoparticulas de HAP com e sem a adicdo de 100 pL do
dispersante PMAA tiveram duracdo de 72 e 96 horas, sendo inicialmente utilizados
tratamentos de baixas concentragfes de 10 mg L, 25 mg L, 50 mg L%, 100 mg L e
200 mg L no periodo de 96 horas e posteriormente tratamentos em altas concentracdes,
sendo 50 mg L%, 100 mg L, 250 mg L%, 500 mg L™ e 750 mg L™ pelo periodo de 72
horas.

Para os bioensaios com as diferentes nanoparticulas de ZnO foram empregadas
somente as baixas concentragdes (10 mg L, 25 mg L2, 50 mg L%, 100 mg L™ e 200 mg
L), no periodo de 96 horas.

Os bioensaios de nanotoxicidade foram processados em condi¢des de iluminacao
continua com fotoperiodo de 24 horas claro, agitacdo de 130 rpm em incubadora
refrigerada com agitacdo da marca Tecnal brand, modelo TE-421 e temperatura
controlada de 22+1°C.

4.4.3.3 Anélise morfolégica das células algais

Finalizados os bioensaios de nanotoxicidade com as nanoparticulas de HAP e ZnO
foram realizadas as analises morfoldgicas para verificar eventuais alteracdes celulares da
microalga P. subcapitata.

Inicialmente foram preparadas as amostras com os tratamentos selecionados e
seus respectivos controles para posterior visualizacdo e aquisicdo das imagens em
microscopio eletronico de varredura (MEV) da marca JEOL (modelo JSM 6510)
acoplado a um espectrémetro de energia dispersiva de raio X (EDS) (modelo Thermo
Scientific UltraDry), para também verificar os elementos quimicos constituintes de ambas

as nanoparticulas, respectivamente.
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Para o tratamento de 500 mg L™ referente ao bioensaio com a HAP Hidrotermal
com PMAA ndo foi possivel avaliar os resultados das imagens de MEV devido a

problemas nos procedimentos experimentais.

4.4.3.3.1 Procedimentos para as analises no MEV e EDS das microalgas

Ap0s a reproducdo dos bioensaios de nanotoxicidade com as diferentes sinteses
de HAP e de ZnO foram selecionadas as concentracdes para o procedimento de fixacédo
das amostras até a realizacdo das analises morfoldgicas das microalgas.

Inicialmente, ldminas de vidro de microscopio dptico foram cortadas de modo a
encaixar sobre a area do porta-amostra para a fixacdo das amostras. Os substratos foram
lavados com solucdo de acetona pura e depois secos. Posteriormente, foi adicionada 1
gota de Poli-L-lisina na superficie dos substratos visando aumentar a adesdo da amostra
através de receptores quimicas do composto com os receptores quimicos celulares.

Os recipientes-teste de cada tratamento foram homogeneizados e na sequéncia foi
adicionado com pipeta de vidro 1 gota de cada suspensdo nas laminas preparadas. Apos
1 hora, as ldminas foram imersas na solucdo fixadora Karnowsky dentro de microtubos
de 2 mL cada.

Em seguida, o fixador de todos os microtubos foi removido para o processo de
lavagem e retirada de agua das células fixadas nas laminas, de modo a ndo desintegrar a
estrutura celular original das microalgas.

As plaquinhas de vidro foram entdo lavadas com agua ultrapura e em seguida
iniciou-se a bateria de lavagem com acetona 30%, 50%, 70%, 90% por 10 minutos cada
e acetona 100% 3 vezes por 10 minutos.

A boca de cada microtubo foi vedada com papel filtro contendo pequenos furos
para evitar vacuo, e acondicionada em béqueres dentro do congelador a -25°C. Em
seguida, as amostras foram liofilizadas por 4 horas.

No laboratério de Microscopia Eletrdnica de Varredura do Embrapa
Instrumentacdo foram montados o0s porta-amostras para cada amostra com Seus
respectivos tratamentos e controles, todos devidamente identificados.

Apbs colar a fita carbono dupla-face sobre o porta-amostra, fixou-se o substrato
de vidro contendo cada amostra, para posterior recobrimento com ouro a fim de uma

visualizagdo adequada das imagens. Para a analise da morfologia celular no MEV, as
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plaquinhas com a gota de suspensdo seca foram revestidas com ouro utilizando um
pulverizador de ouro (marca Leica, modelo SCDO50) colocadas sobre 0s porta-amostras
utilizando fita de carbono.

Os porta-amostras preparados ficaram acondicionados em dessecador para
remocao da umidade até o dia da anélise.

Para analise de EDS foram selecionados os mesmos tratamentos escolhidos para
a analise no MEV. Os recipientes-testes foram homogeneizados e foi pipetado 1 mL de
cada tratamento das diferentes sinteses de HAP e ZnO em eppendorffs de 2 mL,
adicionando 1 gotinha da solucéo fixadora Karnowsky para preservacdo das amostras em
geladeira até a montagem dos porta-amostras.

No laboratério de Microscopia Eletronica de Varredura foi realizado o
procedimento de montagem dos porta-amostras com as amostras de HAP e ZnO
selecionadas. Primeiramente foi colado fita carbono dupla-face em cada porta-amostra,
de modo a fixar na superficie superior do mesmo uma gota da amostra de HAP com as
microalgas até a secagem total. Os porta-amostras devidamente identificados foram
acondicionados em dessecador para completa secagem das amostras até o dia da analise.

Para a andlise semiquantitativa de EDS as suspens@es secas das amostras em fita
carbono foram revestidas com carbono utilizando um pulverizador de carbono (marca
Leica, modelo SCDO50). Os resultados de EDS foram apresentados na forma de
mapeamento dos elementos quimicos de interesse, destacando o Ca, P e O para o

nanofertilizante de HAP e, Zn e O para o nanofertilizante de ZnO.

4.4.3.4 Anélise dos dados experimentais

Para o tratamento dos dados obtidos, aliquotas de cada tratamento foram coletadas
para a contagem celular das microalgas, usando a camara de Neubauer, utilizando a
objetiva de 40x em microscopio 6ptico da marca New Optical Systems, modelo New 107,
com o auxilio do contador de células manual.

As curvas de crescimento algaceo foram ajustadas de acordo com a funcéo
sigmoide descrita por Baranyi e Roberts (1994), usando o software DMFit (Excel add-in)
versdo 3.5. Os parametros rl, r2 e r3 representam as triplicatas para cada tratamento dos

nanofertilizantes de HAP e ZnO.
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De acordo com Johari (2014), este modelo tem sido amplamente empregado com
bastante sucesso para modelar o crescimento de diferentes espécies de algas
(MOHAMED et al., 2014; TEVATIA; DEMIREL; BLUM, 2012). A formula do modelo

é a sequinte:

1
y(t) = A+ ppaxt + " In(e Hmaxt 4 g=ho — g=Hmaxt=ho)

max

e Hmaxt +

ln(e_l»’-maxt + e_ho — e_lflmaxt_ho
—nl 1+ Hmax

e Ymax—4)

onde A € a concentracao inicial de células p,,,, € a velocidade de crescimento especifico
maximo; h, € o tempo da fase lag, y,,q€é a concentracdo de células assintoticas; t € o
tempo.

Para ajudar a entender o comportamento da velocidade de inibi¢do do crescimento
algaceo e o comportamento da duracdo da fase lag com a funcdo da concentracdo das
nanoparticulas de HAP e ZnO, analises de regressao linear foram realizadas para calcular
os intervalos de confianca e o teste t-student para os parametros estimados.

Os valores de IC50% (FRANKLIN et al., 2007; LEI et al., 2016), os quais s&o as
concentrages inibitdrias das nanoparticulas de HAP e ZnO que causam 50% de inibicdo
do crescimento algaceo, foram calculados através da velocidade de inibicdo do
crescimento algaceo em funcdo das diferentes concentragdes (mg L™?) para o
nanofertilizante de HAP. Néao foi possivel obter os resultados de 1C50% para 0s
nanofertilizantes de ZnO sintetizados.

O teste de comparacdes multiplas ndo-paramétricas de Kruskal-Wallis foi
utilizado para comparar as distribuicdes do didmetro das particulas para ambos os
materiais. O nivel de significancia foi considerado de 5%. O software utilizado para estas

analises foi a versdo R 3.3.0.
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Capitulo 5 - Nanofertilizante de HAP - Resultados e Discussdes

Parte dos resultados do estudo com o nanofertilizante de HAP foram publicados
na revista Ecotoxicology and Environment Safety — ELSEVIER (Fator de Impacto =
3,743 e classificado como qualis A). A autorizacdo de uso das figuras deste capitulo se
encontra no anexo da tese.

PEREIRA, F. F. et al. Investigation of nanotoxicological effects of nanostructured

hydroxyapatite to microalgae Pseudokirchneriella subcapitata. Ecotoxicology and
Environmental Safety, v. 144, p. 138-147, 2017. DOI: 10.1016/j.ecoenv.2017.06.008.

5.1 Caracterizacdo morfoldgica e estrutural das nanoparticulas de HAP

5.1.1 Microscopia Eletronica de Varredura com Fonte de Emissdo de Campo
(MEV-FEG)

NaFigura9 (A, C e E) sdo mostradas as imagens de microscopia eletrénica obtidas
das nanoparticulas de HAP Coprecipitada (9 A), HAP Hidrotermal 2 horas (9 C) HAP
Hidrotermal 2 horas com PMAA (9 E) por via Umida, as quais evidenciam grande
formacéo de aglomerados/agregados de nanoparticulas com morfologia de nanobastdes.
A Figura 9 (B, D e F) mostra os histogramas de distribuicdo do didmetro das particulas,

respectivamente.
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Figura 9 - Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) das nanoparticulas de
HAP obtidas por: Coprecipitacdo (A), método hidrotermal 2 horas sem o dispersante
PMAA (C) e método hidrotermal 2 horas com PMAA (E). Os respectivos histogramas
do didmetro das particulas estdo apresentados em B, D e F, respectivamente (Figura
retirada de PEREIRA et al. (2017), com permissdo da Elsevier (2017)).

Costa et al. (2009) e Maciel et al. (2003) relatam que o tipo de material, na forma
de pé e o método de sintese adotado sdo caracteristicas determinantes para maior ou
menor aglomeragdo das particulas. No caso do presente trabalho, as amostras foram
obtidas em meio aquoso sem a adi¢do de dispersantes, onde ocorrem interagdes entre as
particulas. Observa-se que as nanoparticulas de HAP Coprecipitada (Figura 9 A)

apresentaram-se altamente agregadas/aglomeradas e menos cristalinas.
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Para as nanoparticulas de HAP hidrotermal sem o dispersante PMAA (Figura 9
C) foi possivel observar a formagéo de bastonetes nanoestruturados bem definidos, com
didmetros que variaram de 10 a 30 nm, sendo que a maior parte da populacdo de
nanoparticulas (em torno de 50%) encontra-se em uma faixa de diametro médio entre 15
a 20 nm. Houve uma reducdo minima dos aglomerados/agregados de bastonetes
nanoestruturados em relagdo aos mostrados na Figura 9 A.

De acordo com o histograma obtido (Figura 9 D) observou-se que a distribuicéo
de tamanho é relativamente homogénea. Além disso, as etapas de
ressolubilizacdo/recristalizacdo ocorreram de forma homogénea, durante a
hidrotermalizacéo.

As nanoparticulas de HAP Hidrotermal com o dispersante PMAA (Figura 9 E),
apresentaram maior dispersdo das nanoparticulas quando comparadas as nanoparticulas
sem o tensoativo. Observou-se bastonetes nanoestruturados com didmetro médio
variando entre 5 a 45 nm, sendo quase 40% das particulas com didmetro médio entre 15
a 20 nm (Figura 9 F). O histograma ainda indicou uma faixa mais estreita do tamanho e
reducdo significativa da presenca de particulas aglomeradas/agregadas, além da
morfologia, a qual mostrou-se melhor definida. Desta forma, observa-se um discreto
aumento das nanoparticulas de HAP na presenca do PMAA, com um valor do diametro
médio igual a 206 nm.

Trabalhos encontrados na literatura (SANTQOS, 2013), a respeito da morfologia e
formacdo cristalina das nanoparticulas de HAP, corroboram com o presente estudo onde
a faixa obtida do diametro médio de aglomerados de bastonetes de HAP apds o tratamento
hidrotermal foi de 12 a 26 nm. (LIU et al., 2003) obtiveram valores de didmetro médio
entre 8 a 20 nm, com o tratamento hidrotérmico operado a temperatura de 140°C no
periodo de 24 horas. André etal., 2012 e Salarian et al., 2009 observaram que o diametro
das nanoparticulas de HAP aumentou com o0 aumento do periodo de tratamento
hidrotermal. Salarian et al. (2009) ainda destacam que com a aplicacdo de surfactantes,
tais como brometo de cetiltrimetilamdnio (CTAB) e polietilenoglicol 400 (PEG 400)
como surfactante catiénico e co-surfactante ndo-iénico, respectivamente, ocasionaram

um aumento no tamanho das nanoparticulas de HAP em condigdes hidrotérmicas.
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5.1.2 Difratometria de Raios-X

A Figura 10 apresenta os difratogramas de Raio- X das nanoparticulas de HAP
Coprecipitada e HAP Hidrotermal sem e com o dispersante PMAA, as quais evidenciam
a formagcdo HAP monoféasica com estrutura hexagonal de acordo com a ficha JCPDS
(Joint Committee on Powder Diffraction Standards) n° 09-432.

CaqgP046(0H), Coprecipitada
CaqgP0O46(0H), Hidrotermal (2hs)
] (211) —— CaqP0O46(0H), Hidrotermal (2hs) com PMAA

Intensidade (u.a.)

26 (°)

Figura 10 - Difratogramas de raios -X das nanoparticulas de HAP obtidas por
Coprecipitacdo, Hidrotermalizacdo por 2 horas e Hidrotermalizac&o por 2 horas com
dispersante PMAA. Figura retirada de PEREIRA et al. (2017), com permissdo da
Elsevier (2017).

Para as nanoparticulas de HAP hidrotermal sem e com o dispersante PMAA
observou-se uma melhor definicdo dos picos difratados, resultantes do processo
hidrotérmico que favoreceu a cristalizacdo da HAP, quando comparadas com a amostra
sem hidrotermalizacdo. Este fato pode ser confirmado, principalmente visualizando os
picos (211) e (300). Em nenhuma das situacOes analisadas foram observadas fases
secundarias.

Resultados semelhantes foram obtidos nos trabalhos de Mobasherpour et al.,
2007, Sanosh et al., 2009 e Santos, 2013, indicando maior cristalinidade nas amostras

tratadas termicamente.
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5.1.3 Método de Brunnaner-Emmet-Teller (BET) e Potencial Zeta

A Tabela 2 apresenta os valores obtidos de diametro médio (nm), potencial Zeta

(mV) e da area superficial especifica (m?g™) das nanoparticulas de HAP.

Tabela 2 - Valores do diametro médio das particulas (nm), potencial Zeta (mV) e da
area superficial (m?g™) obtidos para as nanoparticulas de HAP coprecipitada, HAP
hidrotermal (2 horas) e HAP hidrotermal (2 horas) com o dispersante PMAA.

DM (nm) AS (m?g™l) Potencial Zeta (mV)

HAP Coprecipitada 11+3 118 -28
HAP Hidrotermal sem PMAA 18+4 55 -21
HAP Hidrotermal com 100 uL PMAA 2016 79 -26

De acordo com o0 método BET a area superficial foi significativamente maior para
as nanoparticulas de HAP coprecipitada quando comparada aos valores obtidos para as
nanoparticulas de HAP hidrotermalizadas, uma vez que as nanoparticulas coprecipitadas
apresentaram menor didmetro médio e portanto, maior valor de éarea superficial
especifica.

Todas as amostras de HAP dispersas em agua ultrapura apresentaram valores de
potencial zeta menores, em mdédulo, que 30 mV, os quais revelaram uma estabilidade
intermediéria com processo de aglomeracdo seguida de precipitacdo (Motskin et al.
(2009)). Da mesma forma, Oliveira, Paris e Ribeiro (2013) e Kong, Ma e Boey (2002)
notaram que para as amostras de HAP tratadas termicamente apresentaram uma
diminuicdo nos valores de area superficial e um sutil crescimento do didmetro das

particulas, quando comparadas aos nanobastonetes de HAP Coprecipitada deste trabalho.

5.1.4 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

Para confirmar a formacdao de fase das nanoparticulas de HAP e do ZnO, realizou-
se a analise espectroscdpica pela técnica de FTIR das nanoparticulas sintetizadas.

A Figura 11 apresenta 0s espectros obtidos para as nanoparticulas de HAP
submetidas, ou ndo, ao processo de hidrotermalizacdo a 150°C por 2 horas, com e sem 0
dispersante PMAA.
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—— Caq9PO46(OH), Coprecipitada
—— CaqgP0O46(0OH); Hidrotermal (2hs)
—— CaqgP046(OH), Hidrotermal (2hs) com PMAA

Transmitancia (T%)

4000 ' 35I00 ' 30I00 ' 25I00 ' ZOIOO ' 15IOO ' 1000 500
Numero de onda (cm'1)
Figura 11 - Espectros na regido do infravermelho (FTIR) das nanoparticulas de HAP

coprecipitada e HAP hidrotermal (2 horas) sem e com o dispersante PMAA. Figura
retirada de PEREIRA et al. (2017), com permissao da Elsevier (2017).

De acordo com a literatura, os espectros obtidos mostraram que as bandas
caracteristicas correspondentes estdo devidamente presentes nos espectros da Figura 11.

N&o houve diferenca significativa entre os espectros da HAP, principalmente com
relacdo ao espectro da HAP Hidrotermal com o dispersante PMAA. Este fato indica que
na fase de lavagem e centrifugacdo do material houve remocdo do composto tensoativo
aderido na superficie das nanoparticulas, como desejado.

Pode-se identificar que as bandas em 469 cm™ (v2, vibragdo angular simétrica),
na regido entre 660 e 520 cm™ (v4, vibragdo angular assimétrica), em 964 cm™ (v1,
vibragdo axial simétrica) e na regido entre 1100 e 1022 cm™ (v3, vibragdo axial
assimétrica) sdo caracteristicas do grupo (POs)™ presente na HAP e foram observadas em
todos os espectros.

A bandaem 469 cm™ e a presenca de trés “ombros” na vibragdo v4 é um indicativo
da formacdo de HAP pura (REHMAN; BONFIELD, 1997).

Pode-se confirmar a presenca dos ions hidroxila na rede cristalina da apatita
através da presenca da banda em 3571 cm™ que € caracteristica da vibracio de estiramento
simétrico do grupo OH (vL, modo de oscilagdo) (MOBASHERPOUR et al., 2007).

Slosarczyk, Paszkiewicz e Paluszkiewicz (2005) indicam que as bandas largas séo
correspondentes aos modos de estiramento do grupo OH das moléculas de agua (v1 e v3),
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na regido compreendida entre 3500 - 3000 cm™. J4, a banda em torno de 1728 cm™ é
correspondente ao modo de deformac&o das moléculas de agua (v2).

Para as nanoparticulas de HAP hidrotermal, observou-se que a banda em 1340 cm’
! apresentou-se mais definida, a qual é caracteristica da vibragao axial simétrica (v3) do
grupo (CO3)?%, assim como relatado por Sldsarczyk, Paszkiewicz e Paluszkiewicz (2005).
Essa banda indica a possibilidade do grupo (COs)* estar adsorvido na superficie das
particulas ou atuar como substituinte do grupo de (PO4)* na rede da HAP.

Liu et al. (2003) explicam que a presenca desta banda pode estar relacionada com
a adsorcéo de didxido de carbono atmosférico ao longo do processo de sintese, além de
ter a capacidade de substituir outros grupos como o (PO4)=.

Em geral, todas as bandas caracteristicas da HAP coprecipitada e hidrotermais
estdo de acordo com a literatura (MONTAZERI; JAHANDIDEH; BIAZAR, 2011;
OLIVEIRA et al., 2010; REHMAN; BONFIELD, 1997; RIGO; GEHRKE;
CARBONARI, 2007).

5.2 Bioensaios de nanotoxicidade para as nanoparticulas de HAP

Estudos com baixas concentracdes de HAP foram realizados, ndo evidenciando
efeito toxico significativo para as microalgas. O Apéndice A apresenta as curvas de
crescimento algaceo em funcdo do tempo, em horas, 0 Apéndice B, os graficos das
variaveis dependentes, velocidade do crescimento e duracéo da fase lag, e 0 Apéndice C
as tabelas referentes aos parametros estimados com os valores do teste t-student. Os
valores de IC50% nao foram calculados, pois ndo houve inibicdo no crescimento da

microalga P. subcapitata.

5.2.1 Curvas de Crescimento

As curvas de crescimento da microalga P. subcapitata foram plotadas usando o
modelo proposto por Baranyi e Roberts (1994), o qual também ¢é usado para representar
o crescimento bacteriano (GARCIA et al., 2009).

O software DMFit foi a ferramenta implementada para este modelo e usada para
gerar os ajustes das curvas de crescimento algaceo. Van Impe et al. (2005) listou vérias
vantagens deste modelo, tais como: facilidade de uso, pode ser aplicado na ocorréncia de
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mudancas dindmicas no ambiente; bons ajustes nas curvas e a maioria dos parametros sao
biologicamente interpretaveis.

As Figuras 12, 13 e 14 mostram os ajustes das curvas de crescimento algaceo, em
triplicatas, da microalga P. subcapitata, em funcdo do tempo, em horas, para as
nanoparticulas de HAP coprecipitada, HAP hidrotermal (2 horas) e HAP hidrotermal (2
horas) com o dispersante PMAA, comparando com as amostras controles,
respectivamente. Para estes bioensaios foram utilizadas concentragdes maiores (50 mg L
1100 mg L1, 250 mg L, 500 mg L e 750 mg L) de nanoparticulas de HAP.
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Figura 12 - Curvas de Crescimento (triplicatas) da microalga Pseudokirchneriella
subcapitata quando exposta ao nanofertilizante de HAP Coprecipitada, para as distintas
concentragdes e para o respectivo controle. Figura retirada de PEREIRA et al. (2017),
com permisséo da Elsevier (2017).
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Figura 13 - Curvas de Crescimento (triplicatas) da microalga Pseudokirchneriella
subcapitata quando exposta ao nanofertilizante de HAP Hidrotermal (2 horas), para as
distintas concentragdes e para o respectivo controle. Figura retirada de PEREIRA et al.

(2017), com permisséo da Elsevier (2017).
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Figura 14 - Curvas de Crescimento (triplicatas) da microalga Pseudokirchneriella
subcapitata quando exposta ao nanofertilizante de HAP Hidrotermal (2 horas) com
PMAA, para as distintas concentracdes e para o respectivo controle. Figura retirada de
PEREIRA et al. (2017), com permissao da Elsevier (2017).
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Em geral, as curvas de crescimento da P. subcapitata expostas as nanoparticulas
de HAP (Figuras 12, 13 e 14) mostraram os melhores ajustes nos tratamentos de 50 mg
L a250 mg L, com valores de R?acima de 0,9 para as triplicatas.

Né&o foi observado crescimento algaceo para a réplica rl na concentracdao de 500
mg L e para as réplicas r1 and r2 da concentragdo 750 mg L™ indicando um possivel
efeito toxico para a microalga.

Algumas similaridades nas curvas de crescimento das nanoparticulas de HAP
Coprecipitada (Figura 12) e Hidrotermal (Figura 13) podem ser observadas, exceto para
a curva da réplica r2 em 750 mg L™ de concentracdo, a qual ndo houve crescimento
algaceo, nem valor de R?. Provavelmente, este tratamento causou algum efeito toxico para
a microalga, decrescendo a densidade celular.

De acordo com a Figura 14, as curvas de crescimento algaceo para as
nanoparticulas de HAP Hidrotermal com PMAA apresentaram um comportamento
similar aos controles, com valores elevados de R? (0,8). Este fato mostra que o
crescimento algaceo nas nanoparticulas de HAP Hidrotermal com PMAA foi maior
qguando comparado ao crescimento nas nanoparticulas de HAP Coprecipitada (Figura 12)
e HAP Hidrotermal sem o PMAA (Figura 13).

A Figura D.2 apresenta as curvas de crescimento de P. subcapitata quando
exposta ao dispersante polimetacrilato de amonio (PMAA) e seu respectivo controle
(meio de cultura W.C.) para os bioensaios de HAP em elevadas concentragcdes. Embora
o controle-positivo, dispersante PMAA, apresentou toxicidade extremamente alta para a
P. subcapitata, ndo houve interferéncia para os resultados de nanotoxicidade das
nanoparticulas de HAP, ndo falseando os efeitos de toxicidade, uma vez que o dispersante
foi totalmente removido da superficie das nanoparticulas de HAP Hidrotermal com
PMAA, apds o processo de lavagem das mesmas. Estes resultados corroboram com as
analises de FTIR realizadas.

De um modo geral, as baixas concentracdes utilizadas dos 3 tipos de
nanoparticulas de HAP apresentaram resultados similares aos respectivos controles,
principalmente para a HAP Hidrotermal com PMAA. Porém, para as altas concentracdes
nanoparticulas de HAP Hidrotermal com PMAA. Além disso, os aspectos de toxicidade
mencionados acima ressaltam que as nanoparticulas de HAP ndo causaram o processo de

eutrofizacdo no intervalo de concentragdo empregado nos experimentos realizados.
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5.2.2 Analises dos parametros das curvas de crescimento

A Figura 15 apresenta a velocidade do crescimento algaceo (céls.mL'h™?) da P.
subcapitata em funcéo da concentragio (mg L) para as diferentes amostras de HAP e a

duracgéo da fase lag (hours) para cada bioensaio, respectivamente.
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Figura 15 - Velocidade do crescimento (céls.mL*h™) e duragio da fase lag (horas) da P.
subcapitata em funcdo da concentragdo (mg L) para as nanoparticulas de HAP
Coprecipitada, HAP Hidrotermal (2 horas) e HAP Hidrotermal (2 horas) com PMAA,
respectivamente. Figura retirada de PEREIRA et al. (2017), com permisséo da Elsevier
(2017).

As nanoparticulas de HAP Coprecipitada e HAP Hidrotermal sem PMAA
diminuiram a velocidade do crescimento algaceo com o aumento da concentragéo de cada
nanoparticula, conforme ilustrado na Figura 15. Consequentemente, a duracao da fase lag
aumentou para ambas as amostras, em altas concentraces, indicando que a fase lag esta

relacionada com a concentracdo das nanoparticulas de HAP.
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Entretanto, as nanoparticulas de HAP Hidrotermal com PMAA nao apresentaram
fase lag em funcdo da concentracdo, uma vez que o crescimento da microalga foi
constante.

As curvas de crescimento algaceo auxiliam para entender como o crescimento é
afetado pela variacdo de alguns parametros.

A influéncia da concentracgdo das diferentes nanoparticulas de HAP nas curvas de
crescimento da microalga (velocidade de crescimento e duragédo da fase lag) foi avaliada
usando regresséo linear. De acordo com a 0 modelo de regressao linear para as variaveis
dependentes, velocidade do crescimento e fase lag, respectivamente (Tabelas 3 e 4)
indicam os intervalos de confiancga e o teste t-student dos coeficientes de regressao para
os distintos bioensaios.

Tabela 3 - Parametros estimados para a variavel dependente velocidade do
crescimento para as nanoparticulas de HAP Coprecipitada, HAP Hidrotermal (2 horas) e
HAP Hidrotermal (2 horas) com PMAA. Tabela retirada de PEREIRA et al. (2017),
com permisséo da Elsevier (2017).

Modelo 95% Intervalo de Confianca

Variavel Dependente: Velocidade do crescimento Coeficientes Limite inferior Limite superior Valor de p - teste-t
Constante 6 5 8 <0.001

HAP Coprecipitada Concentracdo -0,0094 -0,0132 -0,0056 <0.001
Constante 4 3 5 <0.001

HAP Hidrotermal Concentracdo -0,0060 -0,0082 -0,0038 <0.001
Constante 2 0,743 3 0,002

HAP Hidrotermal + PMAA Concentracéo -0,0004 -0,0031 0,0023 0,755

Tabela 4 - Parametros estimados para a variavel dependente fase lag para as
nanoparticulas de HAP Coprecipitada, HAP Hidrotermal (2 horas) e HAP Hidrotermal
(2 horas) com PMAA. Tabela retirada de PEREIRA et al. (2017), com permissao da

Elsevier (2017).

Modelo 95% Intervalo de Confianca

Variavel dependente: Fase lag Coeficientes Limite inferior Limite superior Valor de p - teste-t
Constante 45 40 50 <0.001

HAP Coprecipitada Concentragdo 0,0309 0,0177 0,0441 <0.001
Constante 42 38 46 <0.001

HAP Hidrotermal Concentracdo 0,0359 0,0250 0,0467 <0.001
Constante 63 57 69 <0.001

HAP Hidrotermal + PMAA Concentragdo -0,0076 -0,0229 0,0076 0,303

Os coeficientes angulares das curvas de regressao linear estimados para a HAP
Coprecipitada e HAP Hidrotermal foram significativos, em concordancia com o teste-t,
onde a diminui¢do da velocidade do crescimento com 0 aumento da concentragdo foi
observada. O mesmo ndo se aplicou para a HAP Hidrotermal com PMAA (p=0.755),
mostrando que ndo houve relagéo entre a velocidade do crescimento e a concentragao das

nanoparticulas.
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Os parametros da variavel dependente fase lag estimados pelas curvas de
regressdo linear para a HAP Coprecipitada e HAP Hidrotermal foram significativas, de
acordo com o teste-t, onde foi observado o aumento da fase lag com o aumento das
concentracdes de nanoparticulas. Em contrapartida, a HAP Hidrotermal com PMAA
mostrou uma fase lag constante com valor de p=0.303, ndo evidenciando relacéo entre a

fase lag e a concentragdo de nanoparticulas.

O célculo do valor de 1C50% é usado para estimar os efeitos toxicos para as
diferentes espécies de microalgas, considerando as propriedades das nanoparticulas, tais
como area superficial, solubilidade, tamanho e estabilidade quimica em suspensdo. Os
valores de 72h-1C50 calculos para as nanoparticulas de HAP estavam consistentes com
as andlises da velocidade de inibicdo do crescimento algaceo.

Os valores de 72h-IC50 encontrados para a HAP Coprecipitada e HAP
Hidrotermal foram 340 mg L™t e 350 mg L™, respectivamente, sem diferenca significativa
entre eles, conforme observado pelos dados experimentais relacionados a velocidade de
inibicdo do crescimento algaceo e a duracao da fase lag.

Em contrapartida, a HAP Hidrotermal com PMAA apresentou um coeficiente
angular ndo significativo, de acordo com o test-t (p=0.755), evidenciando que a
velocidade de inibicdo do crescimento da microalga apresentou um comportamento
constante de crescimento no intervalo de concentracdo estudado. Portanto, estes
resultados mostraram que os efeitos toxicos para a velocidade de inibigcdo do crescimento
algaceo sdo insignificantes dentro da faixa empregada.

Similarmente a velocidade de inibicdo do crescimento (Tabela 4), ndo houve
relacdo significativa (p=0.303) entre a duracdo da fase lag com o aumento da
concentracdo das nanoparticulas de HAP Hidrotermal com PMAA.

A fase lag mostrou um comportamento praticamente constante para o crescimento
algaceo em relagdo a concentracdo (Tabela 4). Para as outras amostras, os coeficientes
angulares foram significativos de acordo com os valores do test-t e positivos, 0s quais
demonstraram um aumento na duragéo da fase lag em funcdo da concentragéo.

De acordo com a literatura, as nanoparticulas de 6xido de cobre (CuQ), éxido de
zinco (ZnO) e Oxido de titanio (TiO2) indicam maiores efeitos tdxicos quando
comparados as nanoparticulas de HAP (ARUOJA et al., 2009; CLEMENT; HUREL;
MARMIER, 2013; FRANKLIN et al., 2007). Este fato sugere que as nanoparticulas de

HAP tém elevado potencial para aplicacdo como nanofertilizante (especialmente as
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nanoparticulas de HAP Hidrotermal com PMAA), quando comparadas ao potencial das

nanoparticulas metélicas.

5.2.3 Analise da Estabilidade de carga superficial das nanoparticulas de HAP

no meio de cultivo W.C.

Os valores de potencial zeta das diferentes nanoparticulas de HAP dispersas em
meio de cultura W.C. foram também aferidas para as concentragdes de 50 mg L, 100
mg L, 250 mg L, 500 mg Lt e 750 mg L (Tabela 5).

Tabela 5 - Valores do potencial zeta (mV) para as amostras de HAP Coprecipitada,
HAP Hidrotermal sem PMAA e HAP Hidrotermal com PMAA dispersas em 100 mL do
meio de cultura W.C.

Potencial Zeta (mV)

Nanoparticulas HAP + 100 mL Meio de Cultivo W.C. Concentracdes de HAP (mg L’l)
50mgL™" 100mgL”* 250mgL™* 500mgL™" 750 mg L™
HAP Coprecipitada -16,1 -7,25 -4,07 -0,34 -1,86
HAP Hidrotermal (2 horas) -5,00 -3,75 -3,05 -2,95 -3,40
HAP Hidrotermal (2 horas) com PMAA -22,30 -22,00 -23,10 -23,45 -24,60

A andlise da estabilidade de carga superficial para as nanoparticulas de HAP
mostraram elevada instabilidade de carga para as amostras de HAP coprecipitada e HAP
hidrotermal sem PMAA em todas as concentraces.

Em contrapartida, as nanoparticulas de HAP Hidrotermal com PMAA,
mostraram-se significativamente mais estaveis em suspensdo do meio de cultivo W.C.,

para todas as concentragdes utilizadas.

5.2.4 Comportamento do crescimento e analises morfologicas das microalgas

O efeito de sombreamento pode contribuir para o efeito nanotoxicologico nas
microalgas, uma vez que a reducdo da intensidade luminosa pode afetar o processo
fotossintético no metabolismo e afetar o crescimento algaceo (ARUOJA et al., 2009;
GONG et al., 2011; LEE; AN, 2013; ZAMAN!I et al., 2014).
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Além disso, a solubilidade das nanoparticulas € uma caracteristica importante que
influencia o potencial toxico em microalgas (FRANKLIN et al., 2007; VAN HOECKE
et al., 2008).

Investigacdes anteriores (SANTOS, 2013) demonstraram que as nanoparticulas
de HAP Coprecipitada apresentaram maior solubilidade em agua quando comparada as
nanoparticulas de HAP Hidrotermal.

De forma similar, no presente trabalho, as nanoparticulas de HAP Coprecipitada
mostraram maior solubilidade no meio de cultura W.C., as quais aumentam a
biodisponibilidade de fosforo para a P. subcapitata, induzindo o crescimento algaceo em
maior extensdo. Entretanto, as nanoparticulas de HAP Hidrotermal com e sem 0 PMAA
apresentaram menor solubilidade em relacdo as nanoparticulas de HAP Coprecipitada
para ambos 0s meios aquosos, agua ultrapura e meio de cultura W.C. como uma possivel
consequéncia da maior dimensdo das nanoparticulas, elevada cristalinidade e menor
estado de aglomeracéo, as quais diminuiram a solubilidade do fosforo para a microalga.

A Figura 16 (A, B e C), (D, EeF) e (G, H e I) mostra fotos dos recipientes-teste
através de imagens do microscépio éptico, em aumento de 40x, durante a contagem
celular do crescimento de P. subcapitata no meio de cultura W.C. em concentracdes
aleatorias de HAP Coprecipitada e HAP Hidrotermal sem e com o dispersante PMAA,
respectivamente, a fim de comprovar o estado de aglomeracdo das nanoparticulas e o
comportamento do crescimento das microalgas sobre as nanoparticulas e no meio de
cultura W.C., evidenciando a biodisponibilidade do fosforo, além de destacar o efeito de

sombreamento presente.
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Figura16 (A,BeC); (D,EeF)e (G, Hel) - Comportamento do crescimento de P.
subcapitata quando exposta as nanoparticulas de HAP Coprecipitada, HAP Hidrotermal
sem PMAA e HAP Hidrotermal com PMAA, respectivamente. As Figuras 16 (C, Fe I)

representam imagens de microscopia éptica das microalgas nas amostras de HAP
Coprecipitada, Hidrotermal sem PMAA e Hidrotermal com PMAA, respectivamente.

A analise morfoldgica provou ser uma ferramenta valiosa para avaliar os efeitos
toxicos gerados pela interagdo com as variadas nanoparticulas para as mais diferentes
espécies de microalgas, incluindo Chlorella sp. (JI; LONG; LIN, 2011), Phaeodactylum
tricornutum (WANG et al., 2016), Dunaliella tertiolecta (OUKARROUM et al., 2012),
Chlorella pyrenoidosa (LEI et al., 2016), Chlamydomonas reinhardtii (WANG et al.,
2008), Pseudokirchneriella subcapitata (ARUOJA et al., 2009; FRANKLIN et al., 2007).

Neste trabalho, as analises morfoldgicas revelaram que uma maior quantidade de
células soltas e de alta densidade celular ocorreram para as nanoparticulas hidrotermais,
especialmente para as nanoparticulas com PMAA.

As nanoparticulas de HAP Coprecipitada em elevadas concentra¢des diminuiram
0 crescimento e a reproducdo das microalgas, consequentemente diminuiram as
densidades celular.

Resultados similares a inibicdo do crescimento algaceo foram obtidos por Aruoja
et al. (2009), quanto ao comportamento do crescimento de P. subcapitata quando exposta
a materiais 0xidos (TiO2, CuO and ZnO) com morfologias nano e granel.

Resultados descritos por Schwab et al. (2011) também observaram que a inibi¢do

do crescimento de Chlorella vulgaris and P. subcapitata foi altamente influenciada pelo
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efeito de sombreamento de nanotubos de carbono (CNT) e pela aglomeracéao das células
algais dentro dos CTN.

As imagens de MEV das células de P. subcapitata expostas a HAP Coprecipitada,
HAP Hidrotermal sem PMAA e HAP Hidrotermal com PMAA foram mostradas nas
Figuras 17 (A, B e C), respectivamente. As imagens revelam, em uma base qualitativa,
mudangas morfoldgicas causadas nas células algais quando expostas as distintas
nanoparticulas de HAP.

Em geral, a Figura 17A mostrou que em maiores concentracbes de HAP
Coprecipitada aumentou a aglomeracdo entre as nanoparticulas com as microalgas
(visualizer nos circulos vermelhos). Outras alteracdes morfoldgicas podem ser
observadas, tais como estreitamento, alongamento e aumento de volume das células,
induzindo a destruicdo da camada de mucilagem e o vazamento de material intracelular

(visto em retangulos verdes e triangulos azuis, respectivamente).
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Figura 17 A - Imagens de microscopia eletrdnica de varredura (MEV) da morfologia
das microalgas quando expostas aos tratamentos de 50 mg L™ (a), 100 mg L* (b), 250
mg L (c) and 750 mg L™* (d) da HAP Coprecipitada, respectivamente. Circulos
vermelhos indicam aglomeracéo entre as nanoparticulas com as células de microalgas.
Tridngulos azuis mostram a destrui¢do da camada de mucilagem das células e
extravazamento do material intracelular. Retangulos verdes indicam alongamento e/ou
estreitamento e/ou aumento do volume celular. Figura retirada de PEREIRA et al.
(2017), com permissao da Elsevier (2017).

57



A Figura 17 B mostra que a exposi¢cdo das microalgas a elevadas concentragdes
de HAP Hidrotermal sem PMAA produziu uma maior aglomeracéo (circulos vermelhos)
de células de algas e a coalescéncia das nanoparticulas (tridngulos azuis), causando a
destruicdo intracellular das células mucilaginosas, diminuicdo do comprimento das

células e aumento do alongamento das células (retangulos verdes).

58



10000 1UM  w——

X2,000 10um ; X10,000  1HM e

10000 Tum e

x5.000 Sum

x10,000 1M e

Figura 17 B - Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) da morfologia das
microalgas quando expostas aos tratamentos de 50 mg L™ (a), 100 mg L™ (b), 250 mg
L (c) and 750 mg L™ (d) da HAP Hidrotermal sem PMAA, respectivamente. Circulos
vermelhos indicam aglomeracéo entre as nanoparticulas com as células de microalgas.

Tridngulos azuis mostram a destrui¢do da camada de mucilagem das células e
extravazamento do material intracelular. Retangulos verdes indicam alongamento e/ou
estreitamento e/ou aumento do volume celular. Figura retirada de PEREIRA et al.
(2017), com permissao da Elsevier (2017).

59



A morfologia das microalgas expostas as nanoparticulas de HAP Hidrotermal com
PMAA, destacada na Figura 17 C, parece estar menos afetada, uma vez que as
nanoparticulas permanecem mais dispersas no meio de cultura W.C., reduzindo assim a
aglomeracéo (circulos vermelhos) e o efeito de sombreamento. Apenas algumas células
apresentaram aumento de volume celular, enquanto outras apresentaram alguma
deformacéo sutil, e outras mostraram-se mais alongadas (retangulos verdes). As mucosas
que envolvem as células algais aparentaram estar menos danificadas em comparagéo com
os efeitos causados nas algas expostas as outras nanoparticulas em meio W.C. (Vistas em

triangulos azuis).
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Figura 17 C - Imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) da morfologia das
microalgas quando expostas aos tratamentos de 50 mg L™ (a), 100 mg L™ (b), 250 mg
L (c) and 750 mg L (d) da HAP Hidrotermal com PMAA, respectivamente. Circulos
vermelhos indicam aglomeracéo entre as nanoparticulas com as células de microalgas.

Tridngulos azuis mostram a destrui¢do da camada de mucilagem das células e
extravazamento do material intracelular. Retangulos verdes indicam alongamento e/ou
estreitamento e/ou aumento do volume celular. Figura retirada de PEREIRA et al.
(2017), com permissao da Elsevier (2017).
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5.2.5 Andlise de EDS dos bioensaios de nanotoxicidade

Na Figura 18, tém-se o mapeamento do EDS mostrando a distribuicdo dos
elementos constituintes célcio (Ca), fosforo (P) e oxigénio (O) para as amostras dos
bioensaios de HAP Coprecipitada para todos os tratamentos.
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Figura 18 - Mapeamento do EDS identificando a distribuicdo dos elementos
constituintes da HAP coprecipitada, fosforo (P), calcio (Ca) e oxigénio (O) nos

bioensaios de nanotoxicidade para as concentragdes de 50 mg L%, 100 mg L%, 250 mg

L1, 500mg Lte 750 mg L™
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No tratamento 50 mg L™ de HAP Coprecipitada observou-se que na maior parte
da amostra, onde esta localizada uma elevada densidade de microalgas praticamente ndo
ha P, Ca e O oriundos do material, apenas em algumas regides pontuais, exceto o O que
apresentou uma distribuicdo mais homogénea.

A distribuicio destes elementos nos tratamentos 100 mg L e 250 mg L de HAP
Coprecipitada mostraram-se similares em maior quantidade por toda a regido selecionada.
Para ambos os tratamentos, o O apresentou-se por toda a regido focada, porém ainda em
maior concentracdo sobre as algas e o material.

Nos tratamentos 500 mg L™ e 750 mg L™ a maior distribuicdo destes elementos
se deu mais sobre as nanoparticulas de HAP que sobre as microalgas, evidenciando que
as elevadas concentracGes deste material caracterizam a sua presenga. O elemento O
permaneceu por toda a regido selecionada.

Em seguida tém-se o mapeamento do EDS mostrando a distribuicdo dos
elementos constituintes (Ca, P e O) para as amostras dos bioensaios de HAP Hidrotermal
sem PMAA para todos os tratamentos (Figura 19).
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Figura 19 - Mapeamento do EDS identificando a distribuigdo dos elementos
constituintes da HAP hidrotermal sem PMAA, fosforo (P), célcio (Ca) e oxigénio (O)
nos bioensaios de nanotoxicidade para as concentragdes de 50 mg L, 100 mg L™, 250

mg L2, 500 mg Lt e 750 mg L.
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O mapeamento de EDS para os tratamentos da amostra de HAP Hidrotermal sem
PMAA mostra que desde a concentragdo de 50 mg L™ a 750 mg L? as regiGes mais
pontuadas e escuras representam elevada deposi¢cdo do material, e as regiées mais claras
evidenciam a presenca das microalgas.

E facilmente observado que os elementos como P, Ca e O sdo oriundos das
nanoparticulas hidrotermais sem PMAA.

Os resultados do mapeamento do EDS para as amostras de HAP Hidrotermal 2
horas com PMAA estdo apresentados na Figura 20, destacando a distribuicdo dos

elementos constituintes do nanofertilizante de HAP (Ca, P e O) para cada tratamento.
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Figura 20 - Mapeamento do EDS identificando a distribui¢do dos elementos
constituintes da HAP hidrotermal com PMAA, fésforo (P), calcio (Ca) e oxigénio (O)
nos bioensaios de nanotoxicidade para as concentragfes de 50 mg L, 100 mg L, 250

mg L%, 500 mg Lt e 750 mg L.

67



Conforme visualizado na Figura 20 (A, B, C e D) as regides mais intensas indicam
os elementos constituintes P, Ca e O, provenientes em maior concentragdo do
nanofertilizante HAP Hidrotermal com PMAA para todos os tratamentos.

Observou-se que as nanoparticulas estdo mais dispersas por toda a amostra. O
elemento O se encontra em maior abundéancia em todos os tratamentos e tanto o P como

0 Ca estdo em concentracdo consideravel sobre as células algéceas.
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Capitulo 6 - Nanofertilizante de ZnO - Resultados e Discussfes

6.1 Caracterizacdo morfologica e estrutural das nanoparticulas de ZnO

6.1.1 Microscopia Eletronica de Varredura com Fonte de Emissdo de Campo
(MEV-FEG)

Nas Figuras 21 (A, B), 22 (A, B), 23 (A, B), 24 (A, B), 25 (A, B), 26 (A, B) e 27
(A, B) estdo as imagens de microscopia eletrénica obtidas para as nanoparticulas de ZnO
Coprecipitada, ZnO Hidrotermal 30 minutos, ZnO hidrotermal 30 minutos com PMAA,
ZnO hidrotermal 2 horas e ZnO hidrotermal 2 horas com PMAA e 0s respectivos
histogramas de distribuicdo do tamanho médio das particulas.
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Figura 21 (A, B) - Imagem de microscopia eletronica da amostra de ZnO na forma de
po obtida a partir do método de Coprecipitacdo (Figura 21A) e o histograma de
distribuicdo do didmetro médio das particulas, em morfologia de brotos (Figura 21B),
respectivamente.

A micrografia evidenciou formacgéo de aglomerados/agregados, com morfologia
de brotos contendo véarias nanoparticulas aderidas entre si. O diametro médio obtido foi
de 202 nm representando 40% das particulas na faixa de tamanho entre 150 e 200 nm.

Nota-se em maiores detalhes a coalescéncia de varias particulas, resultando em

aglomerados de particulas, que apresentam variagdo consideravel no tamanho.
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Para definir com maior exatiddo a morfologia das diferentes nanoparticulas de
ZnO sintetizadas, com a finalidade de selecionar e padronizar as amostras para 0s
bioensaios de nanotoxicidade, foram realizadas as sinteses hidrotérmicas de 30 minutos
e 2 horas sem e com o dispersante PMAA.

As variacdes de tamanho e morfologia observadas sdo oriundas do fato das
sinteses serem realizadas em meio bésico, no qual o0s processos de
solubilizag&o/recristalizagdo ocorreram em tempos diferentes ao longo do processo
hidrotérmico.

Do mesmo modo, o trabalho de Oliveira (2009) constatou que quando as
particulas sdo sintetizadas em meio aquoso, ha formacdo de nanoestruturas diferenciadas
ao se aumentar o tempo do processo hidrotermal. Entretanto, a sintese realizada em um
intervalo de tempo menor faz com que as nanoparticulas formadas crescam a partir do
nacleo de ZnO formando nanoplacas mais lisas cujos tamanhos podem variar
significativamente.

Nos trabalhos de Libanori (2011) e Umar et al. (2009) observou-se que algumas
nanoparticulas de ZnO cresceram mais rapidamente que outras, 0o que resultou em
morfologia do tipo facetada, a qual é caracteristica da fase tipica hexagonal wurtzita do
ZnO.

Oliveira (2009) obteve nanoparticulas esféricas de ZnO com didmetro entre 20 a
30 nm, porém quando ocorreu formacdo de aglomerados esféricos, estas apresentaram
didametros entre 50 e 100 nm, aproximando-se mais da faixa de valores encontrados para
a amostra de ZnO hidrotermal do presente trabalho. Por outro lado, o autor ressalta que
as nanoplacas e nanobastdes que se formaram por meio da deposicdo de nanoparticulas
esféricas apresentaram tamanhos maiores, variando de 150 a 450 nm o tamanho das
nanoplacas e 0s nanobastdes com diametro de 30 a 40nm e comprimento entre 150 e 300
nm.

As anélises de MEV/FEG mostraram que a sintese hidrotérmica de 30 minutos
com e sem 0 PMAA apresentou morfologia de placas e a sintese hidrotérmica de 2 horas
com e sem PMAA confirmaram a morfologia de arranjos florais, definitivamente.

A Figura 22 (A, B) mostra a micrografia das amostras de ZnO Hidrotermal por 30
minutos em morfologia de placas sem a adicdo do dispersante PMAA e o histograma de

distribuicdo do didmetro médio das placas, respectivamente.
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Conforme observado, a sintese com o dispersante PMAA foi eficiente para a
desaglomeracdo das particulas e maior dispersdo entre elas, apresentando didmetro médio
de 67 nm, sendo 35% entre o didmetro de 40 a 60 nm. A morfologia se manteve em
nanoplacas.

A Figura 24 (A, B) mostra a micrografia das amostras de ZnO Hidrotermal por 2
horas sem o dispersante PMAA com morfologia floral e seu respectivo histograma do
didmetro médio dos arranjos florais (agregados de particulas) e das particulas.

Média: 85 nm
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Figura 24 (A, B) - Imagem de microscopia eletronica da amostra de ZnO Hidrotermal
por 2 horas sem PMAA na forma de po, e o histograma de distribui¢cdo do diametro
médio dos arranjos florais (agregados de particulas) e das particulas, respectivamente.

ApoOs varias repeticdes realizadas para a sintese de 2 horas sem 0 PMAA, foi
possivel obter uma formagdo mais definida de particulas em arranjos florais agregados
entre si, com didmetro médio de 85 nm (Figura 24 B), evidenciando uma distribuicéo
heterogénea com grande variagdo no tamanho, evidenciando a existéncia de particulas
menores e agregados de particulas. Esta morfologia indica um estagio intermediario entre
a formacao de brotos coprecipitados e nanoplacas hidrotermais.

A Figura 25 (A, B) evidencia um arranjo floral individual, formado por facetas
florais de ZnO, a partir de particulas menores, com comprimento médio 23 nm, sendo
70% com comprimento de até 20 nm.
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Figura 25 (A, B) - Imagem de microscopia eletronica de um arranjo floral de ZnO
Hidrotermal por 2 horas sem PMAA na forma de po, e o histograma de distribui¢éo do
comprimento médio das facetas florais (agregados de particulas) e das particulas
menores, respectivamente.

A Figura 26 (A, B) mostra a micrografia eletronica das amostras de ZnO
Hidrotermal por 2 horas com o dispersante PMAA em morfologia floral e seu respectivo

histograma de distribuicdo do didmetro médio destes arranjos e das particulas menores.
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Figura 26 (A, B) - Imagem de microscopia eletronica da amostra de ZnO Hidrotermal
por 2 horas com PMAA na forma de pd, e o histograma de distribuicdo do diametro
médio dos arranjos florais (agregados de particulas) e das particulas, respectivamente.

A acdo do dispersante PMAA para a sintese hidrotérmica no periodo de 2 horas
mostrou-se bastante eficaz, desaglomerando consideravelmente os arranjos florais
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obtidos (Figura 26A), porém houve uma leve distorcdo na morfologia floral, a qual se
mostrou um pouco irregular quando comparada a sintese sem 0 PMAA. O diametro médio
obtido foi de 36 nm, evidenciando uma distribuicdo heterogénea, uma vez que houve a
formacéo dos agregados de particulas e das particulas menores (Figura 26B).

Observou-se que o diametro medio dos arranjos florais diminuiu para a amostra
de ZnO tratada termicamente quando comparado com o valor obtido para a amostra sem
0 PMAA.

A Figura 27 (A, B) apresenta uma unidade individual em formato de flor e seu
respectivo histograma de distribuicdo do comprimento médio das facetas florais de ZnQO,

e das particulas menores para a amostra de ZnO Hidrotermal por 2 horas com PMAA.
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Figura 27 (A, B) - Imagem de microscopia eletronica de um arranjo floral individual de
ZnO Hidrotermal por 2 horas com PMAA na forma de p6, e o histograma de
distribuicdo do comprimento médio das facetas florais (agregados de particulas) e das
particulas menores, respectivamente.

O arranjo floral individual de nanoparticulas de ZnO tratadas termicamente com
PMAA mostrou melhor definicdo em sua morfologia e apresentou um comprimento
médio das facetas florais e das particulas menores de 44 nm, evidenciando um aumento
quando comparado ao comprimento das facetas florais sem acéo do dispersante. De forma
similar as amostras sem PMAA, a maioria das particulas que formam estas facetas
apresentaram comprimento de até 20 nm.

No trabalho de Motoc et al. (2015), também obteve-se nanoparticulas de ZnO por
meio de um processo hidrotérmico simples, o qual resultou em nanoestruturas com

morfologia floral. O diametro encontrado para a maioria das particulas foi em torno de
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10 nm, sendo consideravelmente menor que o didmetro obtido para os arranjos florais

deste trabalho.

6.1.2 Difratometria de Raios-X

Pode-se observar nos difratogramas de Raio- X das amostras sintetizadas que
houve a formacdo de ZnO monofasico com estrutura hexagonal de acordo com a ficha
cristalografica JCPDS (Joint Committee on Powder Diffraction Standards) n°36-1451.
Os picos cristalograficos obtidos estdo relacionados a célula unitaria hexagonal do tipo
wurtzita, com grupo espacial P63mc (186).

A Figura 28 apresenta os difratogramas das nanoparticulas de ZnO Coprecipitado
(morfologia de brotos), ZnO Hidrotermal 30 minutos com morfologia de placas, ZnO
hidrotermal 30 minutos com PMAA ainda em morfologia de placas, ZnO hidrotermal 2
horas com morfologia floral e ZnO hidrotermal 2 horas com PMAA em morfologia floral

também, respectivamente.

(101) —— ZnO Coprecipitado

—— Zn0 Hidrotermal 2 horas
—— Zn0 Hidroterma 2 horas com PMAA
—— ZnO0 Hidrotermal 30 minutos
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Figura 28 - Difratometria de raios-X das amostras de ZnO Coprecipitada e Hidrotermais
nos periodos de 30 minutos e 2 horas, com e sem o dispersante PMAA,
respectivamente.

Todos os picos de difracdo estdo bem definidos, indicando a formacéo da fase
cristalina com uma alta organizacéo. Esse resultado indica que o ZnO pode ser obtido

facilmente em curto tempo pelo método hidrotermal.
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As estruturas cristalograficas para 0 ZnO obtidas nos trabalhos de Libanori (2011),
Oliveira (2009) e Quirino et al. (2014) foram bastante similares as encontradas neste
estudo. Da mesma forma, a andlise deste estudo corroborou com os picos cristalograficos

encontrados nas amostras do trabalho de Feltrin (2010).

6.1.3 Método de Brunnaner-Emmet-Teller (BET) e Potencial Zeta

A Tabela 6 apresenta os valores obtidos do potencial Zeta (mV), da area
superficial especifica (m?g™) e do didmetro (DM) e comprimento médios (CM) (nm) das
nanoparticulas de ZnO Coprecipitado, ZnO Hidrotermal por 30 minutos com e sem
PMAA e ZnO Hidrotermal 2 horas com e sem PMAA, respectivamente.

Tabela 6 - Valores da area superficial especifica (AS) (m?g™), do diametro (DM) e
comprimento (CM) médios (nm) e do potencial Zeta (mV) obtidos para as
nanoparticulas de ZnO coprecipitado, ZnO hidrotermal (30 minutos) com e sem PMAA
e ZnO hidrotermal (2 horas) com e sem PMAA, respectivamente.

Potencial Zeta (mV)

AS (ng‘l) DM (nm) DM (nm) - Arranjos florais CM (nm) - Facetas florais
ZnO Coprecipitado 11 202 - -
ZnO Hidrotermal (30 minutos) 11 83
ZnO Hidrotermal (30 minutos) com PMAA 11 67 - -
ZnO Hidrotermal (2 horas) 12 - 85 23
ZnO Hidrotermal (2 horas) com PMAA 10 - 36 44

28
27
24
26
26

Os valores de area superficial especifica para todas as nanoparticulas mostraram-
se adequadas conforme o esperado, ressaltando a sintese hidrotérmica 2 horas com o
PMAA, com o menor valor de area obtido, sendo 10 m? gL,

No trabalho de Quirino et al. (2014), a area superficial para a sintese hidrotérmica
de ZnO no periodo de 30 minutos a 100° C com morfologia de flores apresentou-se mais
elevada quando comparada a encontrada neste trabalho, sendo de 18,06 m?g™.

Segundo os autores, este valor pode estar relacionado com a formacdo de
aglomerados que resultam em flores e esferas lamelares, os quais estdo na escala
micrométrica, com didmetros menores que 3um. Zhang et al. (2011) obtiveram
nanoparticulas com valor de area superficial igual a 1,866 m?g™. Nota-se que o aumento
da temperatura e 0 maior intervalo de tempo de tratamento hidrotérmica tende a diminuir
a area superficial das particulas.

O trabalho de Miao et al. (2014) estudando a aplicacdo de nanoparticulas de ZnO
comercial para degradagdo fotocatalitica heterogénea obteve um valor de AS de 20,2 m?g"
! corroborando com o tamanho de particula que foi de 40 nm.
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No estudo de Fang et al. (2015), as amostras de ZnO sintetizadas para fins de
processos fotocataliticos obtiveram valores de AS entre 3 a 6 m2g™. Neste mesmo estudo,
observou-se que quanto mais acido o pH, mais estavel se tornava a particula em suspenséao
(carga superficial de 30mV), enquanto que para pH bésico, os valores de Zeta se tornavam
negativos, atingindo até -30mV.

A andlise de potencial Zeta das nanoparticulas de ZnO em suspensdo mostrou
elevada estabilidade de carga superficial, sendo o valor obtido para as nanoparticulas de
ZnO coprecipitado proximo de = 30mV (MOTSKIN et al.,, 2009), seguido das
nanoparticulas hidrotermais 30 minutos com morfologia de placas sem PMAA e ambas
as nanoparticulas hidrotermais com morfologia de arranjos florais. As nanoparticulas de
ZnO hidrotermal 30 minutos com PMAA apresentaram menor estabilidade, conforme
expresso na Tabela 6.

Estes valores indicam uma suspensdo mais estavel que os valores encontrados
por Libanori (2011), cujo valor de potencial zeta encontrado para as nanoparticulas de
ZnO foi em torno de -4,0mV, indicando consideravel instabilidade de carga superficial
acida, devido ao método de sintese da polimerizacdo de complexos.

De acordo com a analise do histograma de distribuicao, o valor do didametro médio
foi maior para as nanoparticulas de ZnO coprecipitado quando comparado aos valores das
nanoparticulas de ZnO hidrotermais, por conta do crescimento rapido e morfologia
obtidos, ja mencionados anteriormente.

Segundo descrito na tabela acima, os valores do diametro médio das particulas
apresentaram-se coerentes para as amostras coprecipitada e hidrotermais 30 minutos com
e sem PMAA na morfologia de nanoplacas, sendo os valores obtidos para a sintese
hidrotérmica de 30 minutos mais proximos.

Para a amostra de ZnO hidrotermal 2 horas sem PMAA, em morfologia de
arranjos florais, o diametro médio foi de 85 nm, sendo que para a sintese de 2 horas com
o dispersante obteve um valor abaixo da metade do didametro para os arranjos florais sem
PMAA (36 nm).

Pode-se observar na Tabela 6 que, o comprimento médio das facetas florais
sintetizadas sem PMAA foi menor que o valor encontrado para as facetas florais da
sintese com o PMAA. Este fato evidencia que a utilizacgio do PMAA pode ter
influenciado no aumento do tamanho destas estruturas. Os resultados expressos pela

Tabela 6 indicaram uma caracterizacdo mais precisa para os 5 nanofertilizantes
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sintetizados, afim de se avaliar as dimensGes das nanoestruturas e a estabilidade de carga
superficial.

6.1.4 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

A Figura 29 apresenta os espectros de FTIR para as nanoparticulas de ZnO
coprecipitado, e para as nanoparticulas que foram submetidas ao processo hidrotermal a
150°C, ZnO hidrotermais (30 minutos) com e sem PMAA e ZnO (2 horas) com e sem
PMAA, respectivamente.

—— ZNO Coprecipitado

—— ZNO Hidrotermal 30 Minutos

—— ZNO Hidrotermal 30 Minutos + PMAA
——— ZNO Hidrotermal 2 Horas

—— ZNO Hidrotermal 2 Horas + PMAA
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Figura 29 - Espectros na regido do infravermelho (FTIR) das nanoparticulas de ZnO
coprecipitado, ZnO Hidrotermal (30 minutos) com e sem PMAA e ZnO Hidrotermal (2
horas) com e sem PMAA.

De acordo com a literatura, os espectros de FTIR para as nanoparticulas de ZnO
obtidos indicam que as bandas caracteristicas correspondentes estdo devidamente
presentes nos espectros da Figura 29.

Com relacdo aos espectros obtidos das nanoparticulas de ZnO Coprecipitado e
ZnO Hidrotermais com e sem PMAA para ambos 0s periodos de tratamento hidrotérmico,
pode-se observar a presenca da banda caracteristica do estiramento da ligacdo Zn-O na
regido entre 520 e 550 cm™ (GIRALDI et al., 2011).
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A amostra de ZnO Coprecipitada apresentou uma banda na regido de 3650 a 3300
cm?, correspondente a deformacgdo axial simétrica e assimétrica do grupo O-H, mais
pronunciada que as bandas encontradas para as amostras de ZnO hidrotermais.

Entre as regides 3250 cm™ e 3600 cm™ observou-se bandas largas referentes aos
estiramentos do grupo O-H. Segundo Ferreira (2009) isso pode ocorrer devido a
estruturas O-H de naturezas diferentes no material, como a 4gua que € adsorvida na
superficie do material ou &gua ligada na matriz inorganica.

A regido de aproximadamente 3600 cm™ apresenta um desdobramento, o qual
indica que na superficie e entre as camadas internas das particulas ha presenca de
moléculas de agua.

A banda na regido em aproximadamente 1630 cm™, a qual corresponde a
deformacdo angular simétrica do grupo H-O-H, esta mais evidente nas amostras de ZnO
Hidrotermal que na amostra de ZnO Coprecipitado (SILVERSTEIN; WEBSTER,;
KIEMLE, 2010).

Observou-se a formagdo de bandas nédo identificadas e ndo esperadas nos
espectros das amostras de ZnO, ndo pertencentes a estrutura cristalina de ZnO.
Provavelmente estas bandas surgiram devido a uma eventual contaminacdo do material
ou dos reagentes precursores utilizados na sintese, resultando em recristalizacdo de sub-
produtos gerados como resultado final da sintese.

Por volta de 1000 cm™ hé duas bandas que podem ser de ligagdes de N-O e/ou C-
N e a banda préxima a 1500 cm™ mostra a formacéo de compostos carbonatados, como
(COa3)2.

Segundo Costa et al. (2009) bandas existentes na faixa entre 3640 e 3250 cm™
indicam a presenca de vibracgdes de estiramento do grupo NH. O autor ressalta que banda
entre 750 e 400 cm™ pode ser atribuida a ligagdo ZnO, mostrando a formag&o do 6xido
de zinco, assim como encontrado nos espectros do presente estudo.

Hussain e Rahman (2006) também encontraram resultados similares para os
espectros obtidos de ZnO, os quais apresentaram co-adsor¢cdo de N2O e CO sobre a
estrutura cristalina de ZnO.

Os importantes resultados obtidos pela analise de FTIR encontrados neste trabalho
evidenciaram a formacao dos compostos de ZnO de forma coerente com os resultados

descritos pela literatura.
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6.2 Bioensaios de nanotoxicidade para as nanoparticulas de ZnO

6.2.1 Curvas de Crescimento

As curvas de crescimento da microalga P. subcapitata foram plotadas usando o
modelo proposto por Baranyi e Roberts (1994) com o auxilio do software DMFit para
gerar 0s ajustes das curvas de crescimento algéaceo.

As Figuras 30, 31, 32, 33 e 34 mostram os ajustes das curvas de crescimento
algaceo, em triplicatas, da microalga P. subcapitata, em funcdo do tempo, em horas, para
as nanoparticulas de ZnO coprecipitada, ZnO hidrotermal (30 minutos) sem e com PMAA
e ZnO hidrotermal (2 horas) sem e com PMAA, comparando com as amostras controles,

respectivamente.
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Figura 30 - Curvas de Crescimento (triplicatas) da microalga Pseudokirchneriella

subcapitata quando exposta ao nanofertilizante de ZnO Coprecipitado, para as distintas
concentracdes e para o respectivo controle.
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Figura 31 - Curvas de Crescimento (triplicatas) da microalga Pseudokirchneriella
subcapitata quando exposta ao nanofertilizante de ZnO Hidrotermal (30 minutos) sem
PMAA, para as distintas concentracdes e para o respectivo controle.
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Figura 32 - Curvas de Crescimento (triplicatas) da microalga Pseudokirchneriella
subcapitata quando exposta ao nanofertilizante de ZnO Hidrotermal (30 minutos) com
PMAA, para as distintas concentracdes e para o respectivo controle.
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Figura 33 - Curvas de Crescimento (triplicatas) da microalga Pseudokirchneriella
subcapitata quando exposta ao nanofertilizante de ZnO Hidrotermal (2 horas) sem

PMAA, para as distintas concentracdes e para o respectivo controle.
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Figura 34 - Curvas de Crescimento (triplicatas) da microalga Pseudokirchneriella
subcapitata quando exposta ao nanofertilizante de ZnO Hidrotermal (2 horas) com
PMAA, para as distintas concentragdes e para o respectivo controle.
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Em geral, as curvas de crescimento da P. subcapitata expostas as nanoparticulas
de ZnO (Figuras 30 a 34) ndo foram facilmente ajustadas para todas as triplicatas das
concentragdes empregadas.

Observou-se que as densidades celulares foram mais proximas de seus respectivos
controles para as nanoplacas de ZnO hidrotermal com PMAA, assim como para 0s
arranjos florais de ZnO hidrotermal com PMAA, evidenciando menor efeito tdxico para
as microalgas.

Entretanto, para todas as nanoparticulas de ZnO estudadas houve elevada inibicéo
do crescimento algaceo, atingindo maior valor de densidade celular de 40 céls.mL ** na
replica r2 em 100 mg L™ referente ao bioensaio de ZnO hidrotermal (30 minutos) com
PMAA.

As Figuras E.1 e E.2 apresentam as curvas de crescimento de P. subcapitata
guando exposta ao dispersante polimetacrilato de amoénio (PMAA) e seus respectivos
controles (meio de cultura W.C.) para os bioensaios de ZnO hidrotermal (30 minutos)
com PMAA e ZnO hidrotermal (2 horas) com PMAA. Embora o controle-positivo,
dispersante PMAA, apresentou toxicidade extremamente alta para a P. subcapitata, ndo
houve interferéncia para os resultados de nanotoxicidade das nanoparticulas de ZnO, néo
falseando os efeitos de toxicidade, uma vez que o dispersante foi totalmente removido da
superficie das nanoparticulas, sendo confirmados com as analises de FTIR realizadas.

Estudos com nanoparticulas de éxico de cobre (CuO), éxido de zinco (ZnO),
Oxido de titanio (TiO.) e Oxido de silica (SiO2) tém comprovado o quanto sdo toxicas para
as células de P. subcapitata, assim como para as demais espécies de microalgas, como 0s
relatados em Aruoja et al. (2009), Clément, Hurel e Marmier (2013), Franklin et al.
(2007), Machado e Soares (2014), Van Hoecke (2008) e Wang et al. (2008).

O trabalho de Ji, Long e Lin (2011) avalia a toxicidade das nanoparticulas de
Al>O3, SiO2, Zn0O, and TiO2 para a espécie de microalga Chlorella sp. Os experimentos
com o ZnO mostraram maior inibi¢do do crescimento das microalgas para as particulas

na forma nano do que na forma a granel, em concentragdes menores que 50 mg L.
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6.2.2 Analises dos parametros das curvas de crescimento

A Figura 35 apresenta a velocidade do crescimento algaceo (céls.mL'h™?) da P.
subcapitata em funcgdo da concentragio (mg L) para as diferentes nanoparticulas de
Zn0.
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Figura 35 - Velocidade do crescimento (céls.mL*h) da P. subcapitata em funcéo da
concentragdo (mg L) para as nanoparticulas de ZnO Coprecipitada, ZnO Hidrotermal
(30 minutos), ZnO Hidrotermal (30 minutos) com PMAA, ZnO Hidrotermal (2 horas) e

ZnO Hidrotermal (2 horas) com PMAA, respectivamente.

O comportamento da velocidade do crescimento para a microalga mostrou que

néo foi possivel realizar os ajustes por regresséo linear a partir das curvas de crescimento.
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Observou-se que para as nanoparticulas hidrotermais com PMAA houve um sutil
aumento na velocidade do crescimento algiceo de algumas replicas, porém néo foi
possivel o ajuste adequado.

Diante do acentuado efeito toxico para as microalgas ndo foi possivel avaliar o
comportamento da duracdo da fase lag. O modelo de regressdo linear ndo conseguiu
estimar e avaliar o comportamento das variaveis dependentes de forma esperada,
principalmente para a duragdo da fase lag, uma vez que a inibicdo da velocidade do
crescimento foi extremamente alta. Por isso, ndo foi possivel se obter os intervalos de
confianca e os valores estatisticos atraves do teste t-student para os distintos bioensaios.

Os valores de 72h-1C50 néo foram obtidos para todos os bioensaios, uma vez que

ndo houve a fase lag de crescimento algaceo.

6.2.3 Andlise da Estabilidade de carga superficial das nanoparticulas de ZnO

no meio de cultivo W.C.

Os valores de potencial zeta das diferentes nanoparticulas de ZnO dispersas em
meio de cultura W.C. foram também aferidas para as concentra¢des de 10 mg L, 25 mg
L1,50mgL?t, 100 mgLte 200 mg L (Tabela 7).

Tabela 7 - Valores do potencial zeta (mV) para as amostras de ZnO Coprecipitado, ZnO
Hidrotermal (30 minutos) e ZnO Hidrotermal (2 horas) sem e com PMAA dispersas em
100 mL do meio de cultura W.C.

Potencial Zeta (mV)

Nanoparticulas ZnO + 100 mL Meio de Cultivo W.C. Concentragées de ZnO (mg L ™)
10mgL™* 25mgL™* 50mg L™ 100mgL™* 200 mg L™
ZnO Coprecipitada -27,33 -25,40 -26,37 -25,40 -28,03
ZnO Hidrotermal (30 minutos) -28,70 -26,80 -27,28 -23,30 -26,29
ZnO Hidrotermal (30 minutos) com PMAA -27,38 -29,37 -28,42 -23,60 -27,52
ZnO Hidrotermal (2 horas) -25,94 -25,93 -20,02 -20,63 -18,97
ZnO Hidrotermal (2 horas) com PMAA -28,17 -30,43 -30,62 -30,20 -30,60

De modo geral, os valores de potencial zeta apresentados para as nanoparticulas
de ZnO mostraram-se com uma estabilidade moderada, destacando as nanoparticulas
hidrotermais com PMAA, em morfologias de arranjos florais e placas.

As nanoparticulas de ZnO hidrotermal (2 horas) sem o dispersante apresentaram

maior instabilidade a partir de 50 mg L.
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6.2.4 Comportamento do crescimento e analises morfologicas das microalgas

As imagens de MEV das células de P. subcapitata expostas as nanoparticulas de
ZnO Coprecipitado, ZnO Hidrotermal (30 minutos) sem e com PMAA e ZnO
Hidrotermal (2 horas) sem e com PMAA foram mostradas nas Figuras 36 (A, B, C, D e
E), respectivamente. De forma qualitativa, forma observadas mudancas morfoldgicas
causadas nas células algais quando expostas ao nanofertilizante de ZnO.

As distintas nanoparticulas de ZnO causaram o efeito de sombreamento para as
células algaceas, contribuindo para o efeito nanotoxicoldgico, de forma a acentuar a
diminuicdo do processo fotossintético e favorecer a inibicdo do crescimento (ARUOJA
etal., 2009; GONG et al., 2011; LEE; AN, 2013; ZAMANI et al., 2014).

De um modo geral, observou-se a formacao de um filme de nanoparticulas de ZnO
no meio dos bioensaios para todas as amostras sintetizadas.

A Figura 36 A mostra as imagens de MEV das microalgas para o bioensaio de

ZnO Coprecipitado.
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Figura 36 A - Imagens de microscopia eletrdnica de varredura (MEV) da morfologia
das microalgas quando expostas aos tratamentos de 10 mg L™ (a), 25 mg L* (b), 50 mg
L™ (c) 100 mg L* (d) e 200 mg L (e) de ZnO Coprecipitado, respectivamente.
Circulos vermelhos indicam aglomeracao entre as nanoparticulas com as células de
microalgas. Tridngulos azuis mostram a destrui¢do da camada de mucilagem das células
e extravazamento do material intracelular. Retangulos verdes indicam alongamento e/ou
estreitamento e/ou aumento do volume celular.
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As alteragdes morfologicas das células algais observadas para esta amostra
mostraram que houve grande tendéncia ao alongamento e estreitamento celular
(retangulos verdes), assim como destruicdo da camada mucilaginosa e extravazamento
do material intracellular (tridngulos azuis) para todos tratamentos.

Notou-se alguns pontos de aglomeracao das células (circulo vermelho) entre si e
com o material nos tratamentos de 10 mg L™* e 200 mg L™.

A Figura 36 B apresenta as imagens do MEV para as microalgas presentes no

bioensaio de ZnO Hidrotermal (30 minutos) em morfologia de placas.
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Figura 36 B - Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) da morfologia das
microalgas quando expostas aos tratamentos de 10 mg L™ (a), 25 mg L (b), 50 mg L
(c) 100 mg L* (d) e 200 mg L* (e) de ZnO Hidrotermal (30 minutos), respectivamente.
Triangulos azuis mostram a destrui¢do da camada de mucilagem das células e
extravazamento do material intracelular. Retangulos verdes indicam alongamento e/ou
estreitamento e/ou aumento do volume celular.
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As celulas de P. subcapitata apresentaram predominantemente alteracGes
morfolégicas tais como alongamento e estreitamento celular (retangulos verdes), aumento
no volume celular (retdngulos verdes) para a maioria das células e, destrui¢do da camada
mucilaginosa, assim como o extravazamento do material intracelular (triangulos azuis)
para todos tratamentos.

A Figura 36 C mostra as imagens de MEV para as microalgas referentes ao
bioensaio de ZnO Hidrotermal (30 minutos) com PMAA, em morfologia de placas.
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Figura 36 C - Imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) da morfologia das
microalgas quando expostas aos tratamentos de 10 mg L (a), 25 mg L (b), 50 mg L*
(c) 100 mg L* (d) e 200 mg L* (e) de ZnO Hidrotermal (30 minutos) com PMAA,
respectivamente. Circulos vermelhos indicam aglomeragao entre as nanoparticulas com
as células de microalgas. Triangulos azuis mostram a destruicdo da camada de
mucilagem das celulas e extravazamento do material intracelular. Retangulos verdes
indicam alongamento e/ou estreitamento e/ou aumento do volume celular.
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Para o bioensaio de ZnO com morfologia de placas dispersas, as imagens de MEV
mostraram Varios tipos de deformacdes celulares distintos, tais como alongamento e
estreitamento celular (retangulos verdes), aumento no volume celular (retangulos verdes),
destruicdo da camada mucilaginosa assim como 0 extravazamento do material
intracelular (triangulos azuis) para todos tratamentos. No tratamento de 100 mg L™ foi
observado regides com aglomerados de células destruidas (circulo vermelho).

Na Figura 36 D tém-se as imagens de MEV para as microalgas do bioensaio de

ZnO Hidrotermal (2 horas), em morfologia de arranjos florais.
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Figura 36 D - Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) da morfologia
das microalgas quando expostas aos tratamentos de 10 mg L™ (a), 25 mg L* (b), 50 mg
L™ (c) 100 mg L* (d) e 200 mg L* (€) de ZnO Hidrotermal (2 horas), respectivamente.

Triangulos azuis mostram a destrui¢do da camada de mucilagem das células e
extravazamento do material intracelular. Retangulos verdes indicam alongamento e/ou
estreitamento e/ou aumento do volume celular.
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Neste bioensaio as células das microalgas apresentaram-se altamente destruidas,
com danos na camada mucilaginosa e extravazamento de material intracelular (triangulos
azuis), além de aumento no volume celular (retangulo verde).

A Figura 36 E revela as alteracbes morfologicas das células algaceas através
imagens de MEV para o bioensaio de ZnO Hidrotermal (2 horas) com PMAA, em

morfologia de arranjos florais mais dispersos.
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Figura 36 E - Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) da morfologia das
microalgas quando expostas aos tratamentos de 10 mg L (a), 25 mg L (b), 50 mg L*
(c) 100 mg L* (d) e 200 mg L* (e) de ZnO Hidrotermal (2 horas) com PMAA,
respectivamente. Triangulos azuis mostram a destruicdo da camada de mucilagem das
células e extravazamento do material intracelular. Retangulos verdes indicam
alongamento e/ou estreitamento e/ou aumento do volume celular.
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Para este bioensaio observou-se predominantemente efeitos de estreitamento e
alongamento (retangulos verdes) nas células algais, com poucas apresentando aumento
no volume celular (retdngulo verde).

Outra alteracdo morfologica relevante foi a destruicdo da camada de mucilagem
com extravazamento do material intracelular (triangulos azuis).

A literatura aponta a importancia de se avaliar as alteragbes morfoldgicas por
microscopia eletronica para as células de diferentes espécies de microalgas quando sdo
expostas as mais variadas nanoparticulas (ARUOJA et al., 2009; FRANKLIN et al., 2007;
JI; LONG; LIN, 2011; LEl etal., 2016; OUKARROUM et al., 2012; WANG et al., 2016;
2008).

6.2.5 Andlise de EDS dos bioensaios de nanotoxicidade

Em geral, as anélises de EDS para todas as amostras evidenciaram a formacéo de
um filme de ZnO sobre as células e nanoparticulas. Notou-se alguns
agregados/aglomerados de nanoparticulas e praticamente ndo foi possivel visualizar com
nitidez as células algais no meio de cultivo.

Na Figura 37 tém-se o mapeamento do EDS mostrando a distribui¢do dos
elementos constituintes (Zn e O) para as amostras dos bioensaios de ZnO Coprecipitado

para todos os tratamentos.
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Figura 37 - Mapeamento do EDS identificando a distribuicdo dos elementos
constituintes da ZnO Coprecipitado, Zn e O nos bioensaios de nanotoxicidade para as
concentragdes de 10 mg L%, 25 mg L2, 50 mg L%, 100 mg L e 200 mg L.
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O mapeamento das amostras coprecipitadas apresentou-se com uma distribuigédo
homogénea com relagdo aos elementos Zn e O, principalmente nas primeiras
concentragdes e na Ultima concentragdo de ZnO.

Na Figura 38 tém-se o mapeamento do EDS mostrando a distribuicdo dos
elementos constituintes (Zn e O) para as amostras dos bioensaios de ZnO Hidrotermal

(30 minutos) para todos os tratamentos.
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Figura 38 - Mapeamento do EDS identificando a distribuicdo dos elementos
constituintes da ZnO Hidrotermal (30 minutos), Zn e O nos bioensaios de
nanotoxicidade para as concentragdes de 10 mg L2, 25 mg L%, 50 mg L%, 100mg L e
200 mg L1,
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O mapeamento dos elementos mostrou que o Zn apareceu de forma homogénea,
em uma espécie de filme para as trés primeiras concentragdes e de forma mais intensa nas
concentragdes de 100 mg L e 200 mg L.

Da mesma forma, para 0 O o mapeamento foi similar para as ultimas
concentragdes, e para a concentragio de 10 mg L.

Na Figura 39 tém-se o mapeamento do EDS mostrando a distribuicdo dos
elementos constituintes (Zn e O) para as amostras dos bioensaios de ZnO Hidrotermal

(30 minutos) com PMAA para todos os tratamentos.
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Figura 39 - Mapeamento do EDS identificando a distribuicdo dos elementos
constituintes da ZnO Hidrotermal (30 minutos) com PMAA, Zn e O nos bioensaios de
nanotoxicidade para as concentragdes de 10 mg L, 25 mg L%, 50 mg L, 100mg Lt e

200 mg L.
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O mapeamento para ambos os elementos quimicos mostrou-se homogéneo para
os tratamentos de 10 a 100 mg L, destacando maior concentragdo do nanofertilizante no
mapeamento de 200 mg L.

Na Figura 40 tém-se o mapeamento do EDS mostrando a distribuicdo dos
elementos constituintes (Zn e O) para as amostras dos bioensaios de ZnO Hidrotermal (2

horas) para todos os tratamentos.

105



Figura 40 - Mapeamento do EDS identificando a distribui¢éo dos elementos
constituintes da ZnO Hidrotermal (2 horas), Zn e O nos bioensaios de nanotoxicidade
para as concentragdes de 10 mg L, 25 mg L%, 50 mg L%, 100 mg L™t e 200 mg L.
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O mapeamento dos elementos mostrou uma distribuicdo homogénea para todos os
tratamentos deste bioensaio, como se formasse um filme de ZnO por toda a amostra.

Na Figura 41 tém-se o mapeamento do EDS mostrando a distribuicdo dos
elementos constituintes (Zn e O) para as amostras dos bioensaios de ZnO Hidrotermal (2

horas) com PMAA para todos os tratamentos.
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Figura 41 - Mapeamento do EDS identificando a distribuicdo dos elementos
constituintes da ZnO Hidrotermal (2 horas) com PMAA, Zn e O nos bioensaios de
nanotoxicidade para as concentragdes de 10 mg L%, 25 mg L%, 50 mg L, 100mg Lt e
200 mg L1,
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Para o bioensaio de ZnO hidrotermal com PMAA em morfologia de arranjos
florais foi possivel observar um mapeamento dos elementos de interesse mais
heterogéneo quando comparado a0 mapeamento da amostra anterior, destacando para as

concentragdes de 50 e 200 mg L.
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“As nuvens mudam sempre de posi¢cdo, mas séo sempre nuvens no céu. Assim devemos ser todo dia,
mutantes, porém leais com o que pensamos e sonhamos; lembre-se, tudo se desmancha no ar, menos os
pensamentos. ”

(Paulo Beleki)

Capitulo 7 - Conclusdes Finais

A atual pesquisa de doutorado investigou os possiveis efeitos nanotoxicoldgicos
para a microalga Pseudokirchneriella subcapitata, representante da base da cadeia tréfica
aquatica, quando exposta ao nanofertilizante de HAP, composta pelo macronutriente P e
ao nanofertilizante de ZnO, com fonte do micronutriente Zn. O intuito de sintetizar e
caracterizar estes fertilizantes nanoestruturados visa uma aplicacdo mais eficiente e
sustentavel para as culturas agricolas, ndo impactando o meio ambiente, especialmente
o0s corpos de agua. A partir dos resultados referentes as caracteristicas fisico-quimicas,
estruturais e morfoldgicas de ambos os nanofertilizantes foi possivel, juntamente com os

resultados dos bioensaios de nanotoxicologia, chegar as seguintes conclusdes:

Em relacdo aos resultados com a HAP:

- Os nanobastdes de HAP Coprecipitada e Hidrotermal sem o dispersante PMAA
apresentaram elevada toxicidade para a microalga P. subcapitata, quando comparados
aos nanobastdes de HAP mais dispersos com a a¢do do PMAA,

- As analises das curvas de crescimento para a HAP Hidrotermal com PMAA néo
apresentaram relacdo da velocidade do crescimento e da duragcdo da fase lag com o
aumento das concentracdes, revelando baixa toxicidade;

- As imagens de MEV das amostras de HAP Coprecipitada e Hidrotermal sem
PMAA mostraram as alteragcdes morfoldgicas para as celulas algais, tais como a
deformacéo, estreitamento, alongamento, aumento do volume celular, destruicdo da
camada de mucilagem, vazamento de material intracelular;

- O efeito de sombreamento foi bastante pronunciado pelas nanoparticulas,
dificultando o processo quimico da fotossintese necessaria para a sobrevivéncia das

microalgas;
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- Os nanobastdes de HAP Hidrotermal dispersos com PMAA apresentaram um
baixo efeito tdxico para as microalgas, ndo havendo indicacBes do processo de

eutrofizacdo, mostrando elevado potencial para o uso sustentavel em culturas agricolas.

Em relacdo aos resultados do ZnO:

- Em geral, as nanoparticulas de ZnO mostraram-se extremamente toxicas para as
microalgas, atingindo densidade celular maxima de 40 céls.mL™?;

- As curvas de crescimento algaceo, em triplicatas, para as nanoparticulas de ZnO
hidrotermal com PMAA nas morfologias de placas e arranjos florais apresentaram um
aumento nas densidades celulares se comparadas as curvas para as outras nanoparticulas;

- A variavel dependente velocidade do crescimento algaceo ndo apresentou ajustes
adequados a partir da analise de regressao linear;

- Além do efeito de sombreamento, as analises morfoldgicas das células algais
expostas as nanoparticulas de ZnO revelaram maior incidéncia de destruicdo da camada
de mucilagem e extravasamento do material intracelular, além de algumas varia¢fes no
volume celular;

- Os estudos com as distintas nanoparticulas de ZnO evidenciam, dentro do
intervalo de concetragdes empregados, que todas as amostras, inclusive aquelas tratadas
hidrotermicamente com o dispersante PMAA, apresentaram elevado efeito toxico para a
espécie P. subcapitata.

Deste modo, os resultados obtidos sugerem que nanoestruturas de HAP obtidas
por coprecipitacdo + tratamento hidrotérmico com o dispersante PMAA tem maior
potencial para aplicacGes agricolas como fertilizante, devido ao fato de apresentar menor
toxicidade para as microalgas da espécie P. subcapitata comparado as duas amostras de
HAP testadas. Ja, as nanoestruturas de ZnO apresentaram alta toxicidade para as
microalgas em todas as concentragdes avaliadas, uma vez que a inibicdo do crescimento

algaceo foi muito elevada.
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Capitulo 8: Perspectivas de trabalhos futuros

Como perspectivas para trabalhos futuros, propoe-se:

* Realizar bioensaios de nanotoxicidade em diferentes faixas de concentracdes
para ambos os nanofertilizantes, afim de se avaliar com mais preciséo a nanotoxicidade
causada por estes e o limite de concentracdo devidamente aceitavel para o ambiente
aquatico;

* Empregar outros organismos-teste representativos das cadeias troficas aquética
e terrestre, visando compreender melhor o comportamento dos nanofertilizantes dispostos
nos ecossistemas e os efeitos nanotoxicolégicos gerados para a biota;

* Realizar analises mais especificas para avaliar as alteracdes no metabolismo das
células algais, tais como andlises de genotoxicidade e de estresse oxidativo a partir da
quantificacdo das espécies reativas de oxigénio (ROS), investigando com mais precisao
os efeitos tdxicos diretos e indiretos;

* Testar outros métodos de sintese para a obtencdo de nanofertilizantes de macro
e micronutrientes, variando as suas caracteristicas e propriedades fisico-quimicas,
estruturais e, especialmente as morfologicas, afim de se obter um nanoproduto menos

toxico ao ambiente e consequentemente a satide humana.
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Apéndice A

Curvas de Crescimento da microalga P. subcapitata em funcdo do tempo, em
horas, para as nanoparticulas de HAP coprecipitada, HAP hidrotermal (2 horas) e HAP
hidrotermal (2 horas) com o dispersante polimetacrilato de amonio (PMAA), comparando

com as amostras controles, respectivamente.
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Figura A.1 - Curvas de Crescimento (triplicatas) da microalga Pseudokirchneriella
subcapitata quando exposta ao nanofertilizante de HAP Coprecipitada, para as distintas
concentracgdes e para o respectivo controle.
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Figura A.2 - Curvas de Crescimento (triplicatas) da microalga Pseudokirchneriella
subcapitata quando exposta ao nanofertilizante de HAP Hidrotermal, para as distintas
concentragdes e para o respectivo controle.

126



Tempo (horas)

Controle HAP Hidrotermal + PMAA 10 mg L1
1000 1000
2 900 g 900
% 800 = 800
i 700 E 700
3 600 A o % 600 "
by =2 e 2
5 500 T 500
El . .13 K 3
& 400 fin | g 400 —fitr1
o
g 300 —fez | g 00 —fitr2
3 200 —fitrs | S 200 —fitr3
8 2
100 100
° d a8
o 0
20 40 60 8 100 120 0 20 40 60 8 100 120
Tempo (horas) Tempo (horas)
HAP Hidrotermal + PMAA 25 mg L1 HAP Hidrotermal + PMAA 50 mg Lt
1000 1000
g 900 g 00
800 = 800
E 700 £ 700 R
2 600 S g e00 i
e 2 s} 2
5 500 T 500
£ .3 K] 3
g i |3 400 A —fitr1
g 300 —fitr2 | o 300 —fitr2
S 200 —iitra | & 200 —itr3
g 100 2 100
] ]
0 0
20 40 60 80 100 120 0 2 4 60 80 100 120
Tempo (horas) Tempo (horas)
HAP Hidrotermal + PMAA 100 mg L HAP Hidrotermal + PMAA 200 mg L
1000 1000
g %0 g w0
= 800 & 800
g o
E 700 E 700
- . a e
4 600 @ 600
8 e |8 2
T 500 5 500
Kl ] K 5 ‘3
§ 400 i | g 40 fit 11
3 0 —fitrz | & 300 —fitr2
& 200 —itra | S 200 —fitr3
z 2
2
g 10 & 100
0 0
20 40 60 80 100 120 0 2 4 60 8 100 120

Tempo (horas)

Figura A.3 - Curvas de Crescimento (triplicatas) da microalga Pseudokirchneriella
subcapitata quando exposta ao nanofertilizante de HAP Hidrotermal com PMAA, para
as distintas concentragdes e para o respectivo controle.
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Apéndice B

Graficos das variaveis dependentes, velocidade do crescimento algaceo
(céls.mL*h) da P. subcapitata em funcdo da concentragdo (mg L) para as baixas
concentracOes das nanoparticulas de HAP coprecipitada, HAP hidrotermal (2 horas) e
HAP hidrotermal (2 horas) com PMAA, e a duragdo da fase lag (hours) para cada

bioensaio, respectivamente.
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Figura B.1 - Velocidade do crescimento (céls.mL*h™) e duracéo da fase lag (horas) da
P. subcapitata em funcéo da concentragdo (mg L) para as nanoparticulas de HAP
Coprecipitada, HAP Hidrotermal (2 horas) e HAP Hidrotermal (2 horas) com PMAA,
respectivamente.
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Apéndice C

Parametros estimados para as variaveis dependentes, velocidade do crescimento

algaceo e duracdo da fase lag para as nanoparticulas de HAP Coprecipitada, HAP
Hidrotermal (2 horas) e HAP Hidrotermal (2 horas) com PMAA, em baixas

concentracdes, respectivamente.

Tabela C.1 - Parametros estimados para a variavel dependente velocidade do
crescimento para as nanoparticulas de HAP Coprecipitada, HAP Hidrotermal (2
horas) e HAP Hidrotermal (2 horas) com PMAA.

Modelo
Variavel Dependente: Velocidade do crescimento

Coeficientes

95% Intervalo de Confianca

Limite inferior

Limite superior

Valor de p - teste-t

HAP Copreciitada Constante 12,9 10,9 14,9 <0,001
precip Concentragio -0,0011 -0,0022 0,0020 0,915
. Constante 8,4 6,5 10,2 <0,001
HAP Hidrotermal Concentragio 0,0059 -0,0014 0,0025 0,532
. Constante 131 9,6 16,7 <0,001

HAP Hidrotermal + PMAA ' ' ' '
aroterma Concentragio 0,0060 -0,0321 0,040 0,743

Tabela C.2 - Parametros estimados para a variavel dependente duracdo da fase
lag para as nanoparticulas de HAP Coprecipitada, HAP Hidrotermal (2 horas) e

HAP Hidrotermal (2 horas) com PMAA.

Modelo
Variavel Dependente: Fase Lag

Coeficientes

95% Intervalo de Confianga

Limite inferior

Limite superior

Valor de p - teste-t

HAP Cobrecinitada Constante 48 42 54 <0,001
precip Concentragio 0,0093 0,0032 0,0015 0,005
. Constante 56 52 60 <0,001
HAP Hidrotermal Concentragio 0,0068 0,0018 0,0099 0,008
. Constante 49 41 57 <0,001

HAP H I+ PMAA '
idroterma Concentragio -0,0160 -0,0991 0,0672 0,689
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Apéndice D

Curvas de crescimento de Pseudokirchneriella subcapitata quando exposta ao

dispersante polimetacrilato de amoénio (PMAA) (Controles-Positivo) e seus respectivos

controles para os bioensaios com baixas concentra¢fes de nanoparticulas de HAP (Figura

D.1) e para os bioensaios com altas concentracdes de nanoparticulas de HAP (Figura

D.2).
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Figura D.1 - Curvas de Crescimento da microalga Pseudokirchneriella subcapitata
quando exposta ao dispersante polimetacrilato de aménio (PMAA) (Controles-Positivo)
e seu respectivo controle para o bioensaio de HAP Hidrotermal com PMAA em baixas

concentracoes.
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Figura D.2 - Curvas de Crescimento da microalga Pseudokirchneriella subcapitata
quando exposta ao dispersante polimetacrilato de aménio (PMAA) (Controles-Positivo)
e seu respectivo controle para o bioensaio de HAP Hidrotermal com PMAA em altas

concentracdes.
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Apéndice E

Curvas de crescimento de Pseudokirchneriella subcapitata quando exposta ao
dispersante polimetacrilato de amonio (PMAA) (Controles-Positivo) e seus respectivos
controles para os bioensaios com baixas concentracGes de nanoparticulas de ZnO, em

morfologia de placas e arranjos florais, respectivamente.
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Figura E.1 - Curvas de Crescimento da microalga Pseudokirchneriella subcapitata
quando exposta ao dispersante polimetacrilato de aménio (PMAA) (Controles-Positivo)
e seu respectivo controle para o bioensaio de ZnO Hidrotermal (30 minutos) com
PMAA, em morfologia de placas.
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Figura E.2 - Curvas de Crescimento da microalga Pseudokirchneriella subcapitata
quando exposta ao dispersante polimetacrilato de aménio (PMAA) (Controles-Positivo)
e seu respectivo controle para o bioensaio de ZnO Hidrotermal (2 horas) com PMAA,
em morfologia de arranjos florais.
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