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RESUMO

A nanotecnologia tem-se desenvolvido rapidamente nas ultimas décadas, sendo
caracterizada como a quarta revoluc¢do industrial. No mercado atual € crescente o uso de
produtos que incorporam nanotecnologias. As nanoparticulas (NPs) sdo caracterizadas
como materiais com tamanho entre 1 a 100 nm em pelo menos uma das suas dimensdes,
que possuem grande area superficial e propriedades fisico-quimicas distintas de seu
material de origem. Em especial, as nanoparticulas magnéticas sao de grande interesse na
ciéncia de materiais, sendo investigadas suas aplicagdes em biotecnologia/biomedicina,
ressonancia magnética, armazenamento de dados, catalise, processos de remediagcdo
ambiental entre outros. No entanto, os riscos do desenvolvimento de novos nanomateriais
para o meio ambiente ainda sdo pouco explorados e pesquisas que normatizam seu uso
ainda sdo incipientes. Dessa forma, o presente trabalho teve como principal objetivo
avaliar os efeitos de nanoparticulas magnéticas para uma espécie de fitoplancton de agua
doce, a microalga Raphidocelis subcapitata. As NPs utilizadas foram NPs Fe3O4
(magnetita); NPs Cu-Fe2O4 (hematita com cobre adsorvido) e NPs CoFe,O4 (ferrita de
cobalto). Além de parametros tradicionalmente utilizados em ecotoxicologia aquatica
como densidade celular e contetdo de clorofila a, também foram avaliados a composigdo
bioquimica (proteina, lipideos e carboidratos) dessa microalga, pardmetros de
fluorescéncia da clorofila a e estresse oxidativo induzido pela produgdo de espécies
reativas ao oxigénio (do inglé€s Reactive Oxygen Species - ROS). Nossos estudos indicam
que somente concentragdes elevadas, acima de 50 mg L!, das nanoparticulas magnéticas
alteraram a resposta fisiologica da microalga, e nesse caso aumentaram as concentragdes
de lipideos e proteinas. Os parametros de fluorescéncia da clorofila e o estresse oxidativo

induzido pela geragdo de ROS, no geral mostraram-se sensiveis as NPs, principalmente
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nas concentragdes mais elevadas de NPs. Portanto, a aplicagdo e utilizagdo de NPs
magnéticas e NPs bimetalicas em ambientes aquaticos pode ser considerada segura para

a cloroficea Raphidocelis subcapitata desde que em concentracdes baixas.

Palavras-chave: estresse oxidativo; composi¢do bioquimica; fitoplancton; nanoparticulas;

parametros de fluorescéncia da clorofila.
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ABSTRACT

Nanotechnology has developed rapidly in recent decades, characterized as the
fourth industrial revolution. In the current market, the use of products that incorporate
nanotechnology is ascending. The nanoparticles (NPs) are characterized as materials with
1 to 100 nm at leat one of its dimension, which have large surface area and physico-
chemical properties distinct from their source material. In particular, the magnetic
nanoparticles are of great interest in materials science, and their applications is
investigated in biotechnology / biomedicine, magnetic resonance imaging, data storage,
catalysis, environmental remediation process and others. However, the risks of the
development of new nanomaterials for the environment are still underexplored and
research that regulate its use is still incipient. Thus, this study aimed to evaluate the effects
of magnetic nanoparticles into one kind of freshwater phytoplankton, the microalgae
Raphidocelis subcapitata. NPs used were FesO4 NPs (magnetite); Cu-Fe;O4 NPs
(hematite with adsorbed copper) and CoFe2O4 NPs (cobalt ferrite). Besides traditionally
used parameters in aquatic ecotoxicology as cell density and chlorophyll a content, were
also evaluated the biochemical composition (protein, lipids and carbohydrates) of this
microalgae, fluorescence parameters of chlorophyll a and oxidative stress induced by the
production of reactive oxygen species (ROS). Our studies indicate that only high
concentrations, higher than 50 mg L™, of magnetic nanoparticles modified the physiologic
response of microalgae, in which case increased concentrations of lipids and proteins.
The chlorophyll fluorescence parameters and oxidative stress induced by ROS in general
were sensitive to NPs, particularly in higher concentrations. Therefore, the
implementation and use of magnetic and bimetallic NPs in aquatic environments can be

considered safe for chloroficea Raphidocelis subcapitata since in low concentrations.
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APRESENTACAO

Diante da ampla utilizagdo das nanoparticulas magnéticas em diversos setores
(biomedicina, producdo de biocombustiveis e remediagdo de ambientes contaminados,
entre outros), sdo essenciais estudos ecotoxicoldgicos que avaliem seus efeitos nos
ecossistemas. Além de indicadores de toxicidade tradicionalmente utilizados no estudo
de espécies fitoplanctdnicas, tais como taxa de crescimento e conteudo de clorofila a, o
presente trabalho abrange também os efeitos de nanoparticulas magnéticas de magnetita,
ferrita de cobalto e hematita com cobre adsorvido na composi¢do bioquimica e na
fisiologia da microalga Raphidocelis subcapitata. Foram avaliados os conteudos de
proteina, carboidrato, lipideos totais e classes lipidicas e, ainda, parametros da

fluorescéncia da clorofila a e indugdo de espécies reativas ao oxigénio.

O presente trabalho foi dividido em 2 capitulos:

Capitulo 1. COMPOSICAO BIOQUIMICA DA MICROALGA Raphidocelis

subcapitata NA PRESENCA DE NANOPARTICULAS MAGNETICAS

Capitulo 2. FLUORESCENCIA DA CLOROFILA ¢ E ESTRESSE OXIDATIVO NA

MICROALGA Raphidocelis subcapitata NA PRESENCA DE NANOPARTICULAS

MAGNETICAS
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INTRODUCAO GERAL

As ideias sobre manipulacdo da matéria em pequena escala introduzidas pelo
prémio Nobel Richard Feynman para a Sociedade Americana de Fisica no ano de 1959
em uma palestra intitulada “There’s Pently of room at the room” (Ha muito espago dentro
do espago) sdo consideradas os passos iniciais do advento da nanotecnologia. Definida
como controle e reestruturagdo da matéria na ordem de nandmetros, a nanotecnologia
possui duas abordagens: “top down”, na qual estruturas maiores sdo reduzidas a
nanoescala e, “bottom up” também denominada nanotecnologia molecular, na qual os
materiais sdo produzidos a partir de atomos ou componentes moleculares (Sanchez e
Sobolev, 2010).

Nanoparticulas sdo definidas como particulas com ao menos uma das suas
dimensdes possuindo tamanho entre 1 a 100 nm, com propriedades distintas dos materiais
com mesma composi¢do quimica e em escala ndo-nanométrica. As principais areas de
aplicagdo incluem a eletronica, fotonica, dispositivos eletronicos, cosméticos,
lubrificantes, produtos farmacéuticos, entre outros (Nel et al., 2006; Auffan et al., 2009).

Para toxicologistas e bidlogos as nanoparticulas sao definidas como particulas
inferiores a 250 nm que podem assumir caminhos nao definidos no organismo (Krug e
Wick (2011). Para Riehemann et al. (2009) uma defini¢do importante foi apresentada pela
US National Nanotechnology Initiative, a qual resume que a nanotecnologia esta
preocupada com materiais e sistemas cujas estruturas e componentes exibem novas e
significantes propriedades fisicas, quimicas e biologicas devido ao seu tamanho em
nanoescala.

Os materiais magnéticos sdo caracterizados por exibir uma resposta a um campo

magnético aplicado, sendo classificados em 5 tipos principais: ferromagnéticos,
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paramagnéticos, diamagnéticos e antiferromagnéticos. Os materiais com ferro e cobalto
estdo entre os ferromagnéticos, quando um campo magnético ¢ aplicado, os dipolos
magnéticos alinham-se ao longo da diregdo a esse campo magnético. O 6xido de ferro ¢
encontrado comumente na natureza nas formas de magnetita (Fe3O4), hematita (a-Fe>O3)
e maghemita (¥-Fe>0O3), sendo a magnetita o 6xido de ferro magnético mais comum. As
nanoparticulas magnéticas possuem propriedades fisicas, quimicas, térmicas e mecanicas
unicas e, dessa forma, apresentam elevado potencial de aplicagdes. Tais como: fluidos
magnéticos, catalises, biomedicina, armazenamento magnético de energia e
armazenamento de informagdo magnetoeletronica (spintronica) (Hasany et al., 2012; Issa
etal., 2013).

O rapido desenvolvimento nanotecnologico, diante da infinidade de aplicacdes
dos nanomateriais, oferece diversos beneficios e, concomitantemente, contribui para a
produgdo de um novo tipo de residuo que podem contaminar o ambiente, tendo em vista
que ha poucas informacdes sobre o descarte correto desses produtos (Bystrzejewska-
Piotrowska et al., 2009).

A figura 1 mostra a produ¢do de nano-residuos a partir da nanotecnologia, com
énfase na necessidade de monitoramento continuo do destino dos nanoprodutos,
sugerindo a reclicagem como uma forma de reduzir nano-residuos liberados no ambiente.
Residuos de cosméticos, tintas e produtos farmacéuticos podem liberar nanoparticulas de
forma direta; produtos téxteis e revestimentos podem formar compositos; nanoparticulas
metalicas podem liberar ions téxicos (lixiviagdo) e outros nanoprodutos podem ser
eliminados como misturas complexas ou suspensdes contendo nanoparticulas

(Bystrzejewska-Piotrowska et al., 2009).
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Figura 1. Produgdo de nano-residuos (Bystrzejewska-Piotrowska et al., 2009). NPs = nanoparticulas.

Diante do exposto, possiveis efeitos nocivos causados pela liberacdo de

nanomateriais devem ser investigados (Moore, 2006). A ecotoxicologia avalia a causa

dos efeitos de toxicos de agentes fisicos e quimicos sobre organismos vivos e, inclui as

vias de transferéncia desses agentes e suas interagdes com o ambiente (Boudou e Ribeyre,

1997). Recentemente, os efeitos das nanoparticulas em ambientes aquaticos tém sido

discutidos, uma vez que esses materiais podem ser utilizados em sistemas de agua doce

como resultado da sua utilizagdo em sensores tecnoldgicos e limpeza de residuos

provenientes da industria e medicina (Lovern e Klaper, 2005).
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Devido ao curto tempo de geracdo e facilidade de cultivo, as microalgas fornecem
uma avaliacdo rdpida de respostas a poluentes, sendo intensamente utilizadas em
ecotoxicolodgica aquatica. A espécie modelo, Raphidocelis subcapitata (Korshikov)
(Hindak, 1990) (Figura 2) ¢ recomendada na padronizacdo de ensaios toxicoldgicos por
varias agéncias nacionais (como a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas, ABNT,
2011) e internacionais (como a Organization for Economic Co-operations and

Development, OECD, 2002).

10pm.

Figura 2. Microalga Raphidocelis subcapitata. Fonte: http://algalweb.net/indext pqr.htm
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CAPITULO 1: COMPOSICAO BIOQUIMICA DA MICROALGA Raphidocelis

subcapitata NA PRESENCA DE NANOPARTICULAS MAGNETICAS
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RESUMO

Atualmente os nanomateriais estdo em crescente desenvolvimento e ha previsdes
para aumento em sua producdo e aplicacdo em diversas areas. Concomitantemente, o
risco de liberagdo desses produtos no ambiente € relevante. As nanoparticulas magnéticas
apresentam intmeras aplicacdes em biomedicina, tecnologia e meio ambiente, sendo
utilizadas em tratamentos e diagnosticos e terapias potenciais, processos de
biorremediacdo ambiental, como tratamento de d4guas subterraneas e de solos
contaminados, e na producao de biocombustiveis para o incremento do conteudo lipidico
em células algais e maior eficiéncia na colheita de algas. Nos ambientes aquaticos, o
comportamento e as interagdes das nanoparticulas (NPs), principalmente as bimetalicas,
com os organismos ainda nao foram estudados de maneira aprofundada. Dessa forma, o
presente trabalho teve como objetivo a avaliagdo dos efeitos de nanoparticulas magnéticas
de magnetita (Fe3O4) e de nanoparticulas magnéticas bimetalicas (hematita com ions
cobre adsorvidos (Cu-Fe2Os) e ferrita de cobalto (CoFexO4) sobre a biomassa da
microalga cloroficea Raphidocelis subcapitata através de anélises da concentracao de
clorofila a e de sua composi¢ao bioquimica (contetido de proteinas, carboidratos, lipideos
totais e classes lipidicas). Os resultados mostraram que as NPs estudadas nao afetaram
significativamente a concentracdo de clorofila a nas células algais. No entanto, nas
maiores concentragdes utilizadas, o conteudo de proteinas aumentou significativamente
em relagdo ao controle, tanto para as nanoparticulas de Fe3Os4 quanto para as
nanoparticulas de CoFe0s. O contetido de carboidratos nas células algais tiveram
aumento significativo para aquelas submetidas a 50,0 mg L' das duas NPs bimetélicas,
O contetido de lipideos totais também sofreu aumento significativo quando as células

algais foram expostas as nanoparticulas de Fe;04 (5,0 mg L), de Cu-FexO4 (50,0 mg L
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1) e CoFe,04 (20 mg L), Os fosfolipideos (PL) e lipideos polares moveis em acetona
(AMPL) representam as classes lipidicas que mais contribuiram para o incremento de
lipidios nas células algais. Nossos resultados indicam que somente concentragdes
elevadas das nanoparticulas magnéticas sdo capazes de alterar a resposta fisiologica da
microalga e, neste caso aumentar as concentragdes de lipideos e proteinas. Portanto, a
aplicacao e utilizagdo de NPs magnéticas e NPs bimetalicas em ambientes aquaticos pode

ser considerada segura para a espécie de microalga chloroficea Raphidocelis subcapitata.

Palavras-chave: clorofila a; proteinas; carboidratos; lipideos; classes lipidicas,
nanoparticulas, microalga.
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ABSTRACT

Nanomaterials are rapidly developing and there are forecasts for increase in
production and application in several areas. There is therefore a serious risk of release of
these products in the environment. Magnetic nanoparticles (NPs) have numerous
applications in biomedicine, technology and environmental remediation. In aquatic
environments, the behavior and interactions of NPs, especially the bimetallic ones, with
the biota have not yet been fully clarified. This study aims to evaluate the effects of
magnetic NPs of magnetite (Fe3O4 NP) and two bimetallic magnetic NPs, hematite with
adsorbed copper ions (Cu-Fe>O4 NP) and cobalt ferrite (CoFe>O4 NP), in the microalgae
Raphidocelis subcapitata through analysis of chlorophyll ¢ and biochemical composition.
The results showed that the studied nanoparticles did not significantly affect the content
of chlorophyll a. However, at the highest concentrations used, protein content increased
significantly compared to control, for Fe3O4 NP and CoFe>O4 NP. Carbohydrate content
had a significant increase in algal cells exposed to 50 mg L' of Cu-Fe204 NP and
CoFe>04 NP. Total lipids content increased significantly when algal cells were exposed
to FesOs NP (5 mg L), Cu-Fe;O4 NP (50 mg L) and CoFe,Os NP (20 mg L).
Phospholipids (PL) and acetone mobile polar lipids (AMPL) were the lipid classes that
most contributed to the increase of lipids in algal cells. Our results indicate that only high
concentrations of magnetic NPs were able to alter the physiological response of

microalgae, increasing in this case, lipid and protein concentrations in the algal cells.

Keywords: chlorophyll a; proteins; carbohydrates; lipids; lipid classes, nanoparticles,

microalgae.
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1.Introducao

Nanoparticulas (NPs) sdo definidas como materiais que apresentam tamanho entre
1 e 100 nm em pelo menos uma de suas dimensdes. Possuem propriedades fisico-
quimicas e mecanicas Unicas em fun¢do da escala reduzida, distintas daquelas
encontradas nos materiais de origem ou em grande escala (Nel et al., 2006; Nowack e
Bucheli, 2007; Auffan et al., 2009; Romer et al., 2011; Tejamaya et al., 2012).

Nanoparticulas magnéticas sdo amplamente utilizadas em processos de
remediacdo ambiental, como por exemplo, para remog¢ao de metais pesados na agua e de
contaminantes em solos poluidos (Tang e Lo, 2013). Hao et al. (2010), mostraram que
um complexo nano-absorvente de nanoparticulas de magnetita (NP Fe3O4) foi capaz de
remover até 98% do ion Cu** da 4gua poluida de um rio, mantendo 15 ciclos de adsorgéo-
dessor¢do eficientes. Além disso, Hu et al. (2005), mostraram a capacidade de remocao
de cromo de dguas residuais pelo método de adsor¢do e separagcao magnética empregando
a NP »- Fe;04.

Diversos mecanismos, como a deposicao parcial de metais secundarios, t€ém sido
utilizados para modificar a superficie de NP de ferro. A adi¢do de metais, como o cobre,
resulta em NPs bimetalicas com grande interesse comercial para tratamentos de aguas
subterraneas e de solos contaminados. Sabe-se que essa adi¢do pode mudar a taxa de
dissolucdo e a estrutura eletronica do ferro e, consequentemente, exercer mecanismos
distintos de toxicidade (Kim et al., 2014).

Nanoparticulas magnéticas, principalmente Fe3Os e CoFexOs, também
apresentam inumeras aplicacdes em medicina e podem contribuir para a evolugdo de
diagnosticos e de terapias potenciais devido ao seu comportamento sob diferentes tipos
de campos magnéticos. Ao gerar energia térmica sob um campo magnético alternado, por

exemplo, essas NPs podem ser usadas em células cancerosas, j& que essas apresentam

25



termotolerancia distinta em relagdo as células saudaveis. Além disso, o efeito da
quimioterapia pode ser combinado ao tratamento por hipertermia ao construir um sistema
de liberagdo do farmaco pelo aumento do calor.

As NPs de magnetita podem também induzir especificamente a autofagia de
células tumorais, € com o uso de um campo magnético externo, podem ser direcionadas
a um determinado 6rgdo ou tecido e, ainda, ligar-se a enzimas, proteinas, nucleotideos e
anticorpos. Portanto, o supermagnetismo das NPs de Fe3O4 e CoFe2O4 as tornam ideais
para pesquisas em diversas areas, tais como, ressonancia magnética, separagdo celular,
reparacdo tecidual, hipertermia de fluido magnético e catalise, fluidos bioldgicos (Rajiv
etal.,2016; Yuetal., 2014; Khan et al., 2012). No entanto, seus efeitos no ambiente ainda
devem ser investigados em funcdo do amplo espectro de utilizagdo dessas particulas
atrelado ao rapido desenvolvimento da nanotecnologia (Kédkinen et al., 2013; Gottschalk,
2010; Nel et al., 2006; Gupta e Gupta, 2005; Oberdorster et al.,2005).

Devido ao grande potencial para a aplicacdo de NPs magnéticas em processos de
remediacdo de ambientes aquaticos ¢ de grande importancia o conhecimento dos aspectos
ecotoxicologicos envolvendo o fitoplancton e as NPs, bem como a compreensdo dos
efeitos da biodisponibilidade do ferro sobre a fisiologia de microalgas. A importancia
ecoldgica do fitoplancton reside no fato desses organismos serem produtores primarios
das cadeias alimentares aquaticas, dos quais organismos de niveis troficos superiores sao
dependentes. Além disso, microalgas possuem capacidade para acumulacio de lipideos
(Kadar et al., 2012), sendo utilizadas como matéria-prima na produ¢do de biodiesel
(Sarma et al., 2014). O uso de NPs para induzir o acimulo intracelular de lipideos e para
otimizar processos de producdao de biomassa de microalgas, juntamente com a extragao
lipidica s@o responsdveis por grande parte dos custos na produgdo de biodiesel (Kim et

al., 2013; Lee et al., 2014; Duraiarasan et al., 2016).
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A caracterizacdo da composi¢do bioquimica (lipideos, carboidratos e proteinas)
e da biomassa microalgal fornecem dados relevantes para a utilizagdo mais eficiente das
microalgas (Servaites et al., 2012). A biomassa produzida por microalgas pode originar
produtos relacionados a saude, aditivos alimentares, biocombustiveis, entre outros.
Ademais, a grande demanda de biocombustiveis tem impacto no fornecimento de
alimentos, areas cultivaveis e florestas tropicais (Markou et al., 2012).

Microalgas do filo Chlorophyta (algas verdes) sdo importantes componentes do
fitoplancton, com fundamental papel na disponibilidade de oxigénio molecular na Terra
em funcdo da fotossintese. As algas verdes contém pigmentos de clorofilas a e b,
xantofilas e carotenos, sendo o amido a principal forma de reserva. A espécie desse
estudo, Raphidocelis subcapitata, ¢ unicelular e apresenta distribuicdo cosmopolita em
solos e corpos de dgua doce (Ohse, 2007; Vidotti e Rollemberg, 2004). A microalga R.
subcapitata ¢ amplamente recomendada como organismo teste em ensaios
ecotoxicoldgicos devido a sua sensibilidade a impactos ambientais em ecossistemas

aquaticos (OECD, 2002; ABNT, 2002).
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2. Objetivos

O presente estudo teve como objetivos principais:

Avaliar a toxicidade de NPs de magnetita (Fe3O4), de NPs hematita com
ions cobre adsorvidos (Cu-Fe2O4) e de NPs de ferrita cobalto (CoFexO4)
para a microalga R. subcapitata através da avaliagdo da biomassa

(clorofila a) e taxa de crescimento;

Verificar se as NPs magnéticas podem interferir no metabolismo da
espécie estudada levando a alteragdes em sua composi¢do bioquimica
como conteudo de proteinas, carboidratos, lipideos totais e classes

lipidicas.
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3. Material e métodos

3.1 Cultivo da microalga Raphidocelis subcapitata

A microalga Raphidocelis subcapitata (Chlorophyceae) foi obtida no Laboratdrio
de Biotecnologia de Algas (Departamento de Botanica, Universidade Federal de Sdo
Carlos, Sao Carlos, SP). Os cultivos-estoque foram preparados em meio LC Oligo
(Afnor, 1980) (Tabela 1) com o uso de dgua ultra-pura (Barnstead Easypure Rodi, USA).
Os meios de cultivo foram esterilizados em autoclave por 20 min a 121°C, em
Erlenmeyers de policarbonato de 500 mL de capacidade contendo 250 mL de meio LC
Oligo. Apds 24 horas, o meio foi inoculado com 5x10* cel mL™! de Raphidocelis
subcapitata em fase exponencial de crescimento em cabine de fluxo laminar (Pachane,
Brasil). Os cultivos-estoque foram submetidos a agitagdo manual perioddica, intensidade
luminosa com lampadas de LED de 130 pmol m s™!, fotoperiodo de 12:12 h (luz:escuro),
temperatura de 24+1°C e pH 7,0.

A partir dos cultivos-estoques foram estabelecidas pré-culturas sob as mesmas
condi¢des acima mencionadas. Apds um periodo de 72 horas, as pré-culturas foram
centrifugadas a 1500 rpm por 10 min (centrifuga Eppendorf 5702R) e as células foram
contadas em hemocitometro (cdmara de Neubauer espelhada, Boeco, Alemanha) sob
microscopio Optico (Leica DMLS). Dessa forma, foram obtidos os indculos utilizados
para obtenc¢do da curva de crescimento da espécie estudada nos ensaios de sensibilidade

e de toxicidade (preliminares e definitivos).
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Tabela 1. Meio de cultura LC Oligo (AFNOR, 1980).

Solugao Reagente Quantidade (mg) Preparo
1 Ca(NO3).4H,O 4000 Em 100 mL de 4gua destilada
2 KNOs3 10 000 Em 100 mL de dgua destilada
3 MgS04.5H>0 3 000 Em 100 mL de 4gua destilada
4 K>HPO4 4 000 Em 1000 mL de 4gua destilada
5 CuS04.5H20 30 Em 1000 mL de 4dgua destilada
(NH4)6Mo07024.H20 60
ZnS04.7H20 60
CoCl2.6H20 60
Mn(NOs3)2.4H20 60
CsHg07.H20 60
H3BO3 60
6 CsHsFeO7.5H20 1 625 Em 1000 mL de 4dgua destilada
FeCl;3.6H20 6 250
FeSO4.7H20 6 250
7 NaHCO3 15 000 Em 1000 mL de 4gua destilada

3.2 Sintese das nanoparticulas magnéticas

As nanoparticulas magnéticas utilizadas nos ensaios foram: magnetita (NP

Fe304), hematita com cobre absorvido (Cu-Fe;0s) e ferrita de cobalto (NP CoFe04). As

trés NPs foram sintetizadas e caracterizadas pelo Grupo de Materiais Coloidais do

Departamento de Fisico-Quimica do Instituto de Quimica de Sao Carlos, Universidade

de Sao Paulo (USP), Sao Carlos, SP.

A sintese das NPs de magnetita em sistema aquoso foi realizada segundo Qu et al.

(1999), sendo baseada na redugdo controlada de ions ferro (III) em meio aquoso. Esta

sintese apresenta a vantagem de nao necessitar da aplicacao de atmosfera de nitrogénio e
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de precursores organometalicos toxicos e caros, além de um bom rendimento e
consideravel controle de caracteristicas morfoldgicas (Marciello et al., 2013). Sob
agitacdo constante, uma solugdo de cloreto de ferro (III) em meio acido foi misturada a
uma solugio aquosa de sulfito de sddio seguindo a razdo molar de [Fe**] /[SOs*] =3. A
essa mistura foi adicionado um volume conhecido de hidréxido de sodio, de maneira a
permitir uma concentragdo de excesso de base ([OH]exc) variando de 0,2 até 2x10

mol/L, obtida através da seguinte relagdo:

[OHJexe = [NaOH] - (3[Fe* Jtota + [HCI])

O volume final da solu¢do foi ajustado para 200 mL com adi¢do de dgua. Nestas
condigdes, os ions sulfitos inicialmente se complexam com os ions férricos, formando
Fe?’, e, com a adi¢iio de base, promoveu-se a precipitacio de magnetita (Fe;O4). Ento,
o sistema foi aquecido a 90 °C por 18 horas. O periodo de envelhecimento a 90 °C
controla o tamanho das nanoparticulas e, principalmente, sua cristalinidade. A sintese foi
conduzida em baldo de trés bocas com aquecimento constante controlado por uma manta
térmica acoplada a um controlador de temperatura e um termopar imerso no sistema de
reacao.

Nanoparticulas de hematita com ions cobre adsorvidos e ferrita de cobalto (NP
Cu-Fe;04 ¢ NP CoFez0y4) foram sintetizadas de maneira similar ao descrito para as
amostras de magnetita. Entretanto, ndo foi utilizada a solu¢do de sulfito de sddio e os
cations metalicos foram adicionados diretamente como ions divalentes através de

solugdes aquosas de cloretos de cobre (II) e cloreto de cobalto (II).
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3.3 Caracterizagdo das nanoparticulas magnéticas

A avaliagdo da forma e do tamanho das NPs foi realizada por Microscopia
Eletronica de Transmissao (MET). Uma gota de suspensdo de nanoparticulas diluida em
etanol foi adicionada sob o porta amostras (grid de cobre previamente recoberto com
filme - Formvar®) e um filme fino de carbono depositado por pulverizacio catddica
(sputtering). O porta amostra foi seco sob vacuo por 24 horas e levado ao microscopio
JEM 2100 — JEOL, operando a 200 kV para obtencao das imagens.

A fase cristalina das amostras foi analisada por difratometria de raios X (DRX)
utilizando-se o difratometro de raios X D8 Advance da Bruker pelo método do p6. Uma
pequena quantidade da amostra foi seca em estufa a 100°C, homogeneizada em almofariz
de 4gata e colocada sob o porta amostras para difracdo. As medidas foram realizadas no
intervalo de 10 a 80 °C em 26 utilizando radiagio Ko do cobre (1,5418 A) com velocidade
de varredura de 0,020°/0,2 segundos.

Para a determinag@o de cobre nas NPs Cu-Fe>Oj4 utilizou-se o detector de energia
dispersiva de raios X (do inglés Energy Dispersive Spectroscopy, EDS) (Oxford
Instruments). Para tal, um feixe de elétrons foi condensado para iluminar uma
determinada 4drea da amostra mantendo a densidade de corrente (pA/cm?) constante para
os dois espectros obtidos; o primeiro ¢ constituido de uma area de carbono amorfo sem
nanoparticulas e o segundo refere-se a area com as NPs. Desse modo, como o porta
amostra do MET contém cobre, a contagem do sinal do porta amostra foi descontado do
sinal das NPs para obter um resultado qualitativo da presenca de cobre na amostra de
oxido de ferro(III) e cobre (II) (NP Cu-Fe204).

Amostras das nanoparticulas de hematita com cobre adsorvido e ferrita de cobalto

foram analisadas por Espectrometria de Absor¢ao Atdmica (do inglés Atomic Absorption
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Spectrometry -AAS, Perkin Elmer, PInAACLE 900T, EUA) para determinagdo da
proporc¢ao de metais em cada NP.

Caracterizagdes do tamanho hidrodindmico médio (didmetros nandmetros -
d.nm), indice de Polidispersividade (PDI) e Potencial Zeta (mV) foram avaliadas para as
todas as NPs em estudo nos meios de exposi¢do no inicio e no final dos testes (0 e 96
horas). Essas andlises foram realizadas através de Espalhamento de luz dindmico (do
inglés Dinamic Light Scatering DLS) no equipamento Malvern spectrometer Nano ZS90
no Grupo de Nanomedicina e Nanotoxicologia do Instituto de Fisica de Sdo Carlos,

Universidade de Sao Paulo.

3.4 Analise dos metais

A determinacdo da concentracdo dos metais particulados e dissolvidos foi
realizada ao inicio (0 hora) e final (96 horas) da exposi¢do das microalgas as NPs. As
analises foram feitas para o controle (meio de cultivo LC Oligo na presenga de células
algais), concentracdes de exposi¢ao (meio de cultivo LC Oligo com adicdo de NPs e
células algais) e seus respectivos brancos (meio de cultivo LC Oligo na presenca de NPs
sem adi¢do das células algais) e, ainda, para o branco com apenas o meio de cultivo LC
Oligo (na auséncia de NPs e células algais). As andlises para determinacdo da
concentragdo dos metais foram realizadas apenas para quatros concentragdes nominais
utilizadas para exposicdo das microalgas as NPs. Para NP Fe;O4 - as concentragdes
nominais adicionadas aos meios de cultivos LC Oligo foram 1,0; 5,0 e 100,0 mg L!. Para
NP Cu-FexOq4 - as concentragdes nominais adicionadas aos meios de cultivos LC Oligo
foram 0,1; 1,0 e 50,0 mg L™! e paras NP CoFeO4 - as concentra¢des nominais adicionadas

aos meios de cultivos LC Oligo foram 0,65; 5,0; 10,0; 100,0 mg L'

33



As anélises foram realizadas em 20 mL filtrados dos meios de exposi¢ao em filtros
de membrana de acetato de celulose de 0,2 um didmetro de poro (Sartorius, Alemanha)
previamente lavados em HNOs 1 mol L' durante 24 horas, enxaguados abundantemente
com agua ultra-pura e secos em estufa por 48 horas. Dessa forma, a fragdo particulada
depositada nos filtros foi armazenada a -20°C e a fra¢do dissolvida armazenada em
frascos de polipropileno a 4°C para posterior analise por Espectrometria de Absor¢ao
Atdmica (AAS, Perkin Elmer, PinAACLE 900T, EUA).

As amostras foram submetidas a digestdo dcida em frascos de Teflon® com tampa
rosca. Também foi realizada a digestdo do filtro puro (sem NP e algas como branco). A
liberacdo dos ions presentes nas particulas foi realizada pela adig¢do de HNO3 e HCI (3:1,
agua régia), sendo utilizados HCI 37% concentrado (Qhemis) e HNO3 concentrado
69~70% (J.T. Baker). Apos, a adicdo da dgua régia as amostras foram colocadas em estufa
a 60°C por 24 horas para digestdo completa das particulas e dos filtros (solugdo de
digestao) (Lombardi et al, 2002). Em baldes volumétricos foram adicionados 3 mL de
agua ultra-pura, 200 pL de perdxido de hidrogénio (H202) concentrado, solugdo de
digestao e, depois, agua ultra-pura até completar o volume final de 25 mL. A adi¢do do
H>O> foi necessaria para dissolver a matéria organica das amostras a fim de evitar danos
ao espectrometro utilizado nas analises.

Para as amostras da fra¢do dissolvida foram adicionados HNO3 concentrado
69~70% (J.T. Baker). Tanto para a fragdo particulada quanto para a dissolvida a
concentragdo final de HNOs3 foi de 2%. Dessa forma, as amostras foram analisadas em
Espectrometro de Absor¢do Atomica (AAS, Perkin Elmer, PinAACLE 900T, EUA) no
Instituto de Quimica de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo (USP), Sao Carlos, SP.

Antes do inicio das leituras das amostras foram feitas curvas de calibragdo para

cada metal, utilizando-se os padrdes de 1 mg L' de ferro, cobre e cobalto para AAS
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(Fluka® Analytical, Sigma-Aldrich). As razdes molares Fe:Cu (Cu-Fe;04) e Fe:Co
(CoFex04) foram determinadas por AAS usando as solucdes estoque originais das NPs.
Dessa forma, somente o ferro foi determinado para as NPs Cu-Fe>O4 € NPs CoFezOsq,
sendo que as concentracdes de cobre e cobalto foram estabelecidas a partir da razdo Fe:Cu
e Fe:Co obtidas nas analises por AAS das solucdes originais das NPs.

A determinacdo da concentragdo dos metais (ferro, cobre e cobalto) particulados
e dissolvidos nas amostras foi reportada em gramas por célula. A partir das curvas de
calibragdo dos metais ferro, cobre e cobalto foi possivel obter equagdes logisticas para a

determinagdo da concentracao dos metais particulados a partir dos valores de absorbancia.

3.5 Curva de crescimento e ensaio de sensibilidade da microalga

Raphidocelis subcapitata

A curva de crescimento da espécie Raphidocelis subcapitata foi obtida nas
mesmas condi¢des dos cultivos-estoque em quatro réplicas. O aumento do nimero de
células foi monitorado a cada 24 horas através de contagens em hemocitometro
(Improved Neubauer — Bright Line) sob microscopio optico (Leica DMLS) durante 9
dias.

A sensibilidade dos cultivos de R. subcapitata foi monitorada anteriormente a
cada ensaio definitivo. Para tal, o cloreto de s6dio (NaCl) foi utilizado como substancia
de referéncia, tendo como critério de escolha o menor dano ao meio ambiente € a satde
humana (ABNT,2011). Foram utilizadas as seguintes concentracdes de NaCl: 0
(controle); 0,5; 2,0; 3,5; 5,0 € 6,5 g L! (equivalente a 0; 8,55x1073; 3,42x1072; 6,00x10%;
8,50x 102 ¢ 1,11x 10 mol L, respectivamente). O ensaio de sensibilidade foi realizado

em tréplica com duragdo de 96 horas e sob as mesmas condi¢des dos cultivos estoque.
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Nos ensaios de sensibilidade e ensaios toxicoldgicos (preliminares e definitivos)
a determinacio da densidade celular algal (cel mL™") foi efetuada em um citémetro fluxo
(Gazol, 1999; Stauber 2002, Sarmento et al., 2008, Peniuk et al., 2016). Para estas
determinagdes, a cada 24 horas, aliquotas de 1,8 mL das culturas algais foram fixadas em
solugdo de formol 10% (concentragdo final de 1%) por 10 min no escuro, congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas a -20°C para posterior analise através de citometro de
fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA) equipado com laser de ion-
argonio azul de 15 mW com excitagdo no comprimento de onda de 488 nm. Antes da
leitura, foram adicionados a amostra 10 pL de padrdo interno constituido de esferas
fluorescentes de 6 pm de didmetro (Fluoresbrite carboxylate microspheres; Polysciences,
Warrington, Pensilvania, EUA). As amostras foram lidas em alta velocidade
(aproximadamente 60 pL min') com a contagem de cerca de 10.000 eventos (nimero de
células algais). Através do parametro SSC-H 90° (dispersdo lateral, com intensidade de
luz de 488 nm dispersa em angulos retos) versus a intensidade de fluorescéncia detectada
no canal FL3-H (fluorescéncia vermelha que detecta a clorofila) foi possivel contar a
microalga R. subcapitata (seguindo o mesmo procedimento descrito por Sarmento et al.,
2008). Para a aquisicao dos dados foi utilizado o software CellQuest Pro BD. Para
tratamento dos dados foi utilizado o software FlowJo V10.0 (Treestar.com, EUA)
(Figural).

Para os testes de sensibilidade os valores de IC50 (concentragdo inibitoria média
- inibicdo de 50% do crescimento das células algais (ABNT, 2011) em 96 horas de
exposi¢do foram determinados através do programa computacional ICp (Linear
Interpolation Method for Sublethal Toxicity:The Inhibition Concentration versao 2.0, ano

1993).
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FL3-H
=l

Figural. Fluorescéncia de Raphidocelis subcapitata obtida por meio de citometria de fluxo.
Através do pardmetro SSC-H 90° (dispersdo lateral) versus a intensidade de fluorescéncia detectada no
canal FL3-H (fluorescéncia vermelha) foi possivel identificar as células algais. Onde: beads ¢é o padrio
interno (esferas fluorescentes de 6 um).

3.6 Exposi¢do da microalga Raphidocelis subcapitata as nanoparticulas

magnéticas

Microalgas em fase exponencial de crescimento foram expostas durante 96 horas
as seguintes concentragdes nominais de nanoparticulas de magnetita (NP FezO4): 0
(controle); 1,0; 5,0; 10,0; 20,0; 50,0 e 100,0 mg L' (0; 4,32x10°%; 2,16x107;4,32x10°;
8,60x107; 2,16x10™* e 4,32x10 mol L', respectivamente). Para as NPs Cu-FexO4 - as

concentragdes utilizadas foram: 0 (controle); 0,1; 1,0; 5,0; 10,0; 20,0; 50,0 mg L' (0;
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4,18x107;  4,18x10°% 2,09x107%; 4,18x107; 8,36x10° e 2,09x10*mol L,
respectivamente). J4 para as NPs CoFe;Os4 - as concentragdes utilizadas foram 0
(controle); 0,65; 2,0; 5,0; 10,0; 20,0; 50,0 mg L' (0; 2,77x10°%; 8,52x10°%; 2,13x107;
4,26x107%; 8,52x10% e 2,13x10*mol L', respectivamente). Tais concentra¢des foram
estabelecidas a partir de ensaios preliminares que avaliaram a inibi¢do do crescimento
celular a partir de concentragdes crescentes das nanoparticulas. Os limites testados nos
ensaios preliminares com as NPs Fe;O4 foram de 0,01mg L™ a 200,0 mg L™! (4,18x10% a
8,52x10 mol L), com as NPs Cu-Fe;O4 foram de 0,001 a 50,0 mg L' (4,26x10° a
2,09x10* mol L) e, com as NPs CoFexOs os limites foram de 0,01 a 100,0 mg L™!
(1,0x10% a 1,0x10* mol L1).

Os ensaios toxicologicos definitivos foram feitos com quatro réplicas e um branco
(meio de cultivo e nanoparticula na auséncia de algas) para cada concentragdo por um
periodo de 96 horas. O controle consistiu em meio de cultivo sem adi¢do de NP. Os
ensaios, assim como os cultivos-estoque, foram preparados em meio LC Oligo e dgua
ultra-pura, sendo em seguida, esterilizados em autoclave (121°C por 20 min). Foram
utilizados Erlenmeyers de policarbonato de 500 mL de capacidade com 250 mL de meio
cultivo. Apds 24 horas, o meio foi inoculado (indculos obtidos das pré-culturas) com
5x10* cel mL™! de R. subcapitata em fase exponencial de crescimento em cabine de fluxo
laminar. Os ensaios foram realizados sob condi¢des controladas com intensidade
luminosa de 130 pmol m™ s!, fotoperiodo de 12:12 h (luz:escuro), temperatura de
24+1°C e pH 7,0.

Apbs 96 horas de exposicdo, aliquotas de 1,8 mL foram retiradas para a
determinagdo da densidade celular através do citometro de fluxo. Para tal, foram

utilizados 0os mesmos procedimentos mencionados nos ensaios de sensibilidade.
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Os materiais utilizados nos ensaios toxicoldgicos foram lavados com detergente
neutro e, depois de secos, foram depositados em recipientes com solugdo de HC1 10%
(acido cloridrico) por um periodo de 5 a 7 dias. Em seguida, foram enxaguados
abundantemente em 4gua da torneira e em agua destilada (ABNT, 2011).

Solugdes estoque das NP Fe304 e NP Cu-Fe>O4 foram dispersas em sonicador de
banho por 15 min a 40 KHz para o preparo das solu¢des de exposicdao. Estas também
foram sonicadas por 15 min antes de serem adicionadas ao meio de cultivo. A solugdo
estoque da NP CoFe>O4 foi dispersa através de sonicador de ponta UNIQUE (Unique
Group, Indaiatuba, Brasil) por 20 min fixado em poténcia de 20%, pois a mesma nao foi
fornecida em meio aquoso. Todas as solucdes de trabalho foram preparadas em agua

ultra-pura autoclavada (121°C por 20 min).

3.7 Biomassa (clorofila a) e Taxa de Crescimento

Para a determinagdo da concentragdo de clorofila a, andlises da intensidade de
fluorescéncia de R. subcapitata foram realizadas através de Fluorimetria (Fluorimetro
Turner Designs-Trilogy, EUA). Para isso, foram coletados 3 mL de cada amostra das
microalgas expostas as nanoparticulas por 0 e 96 h. O branco para o controle apresentava
apenas meio LC Oligo. Para os tratamentos, o branco consistiu em meio LC Oligo e
nanoparticulas nas concentragdes correspondentes de exposigao.

As intensidades da fluorescéncia obtidas por fluorimetria foram utilizadas para o
calculo final da concentracdo de clorofila a (in vivo) da alga R. subcapitata. Para isso
utilizou-se uma curva de calibrag¢do que relaciona a intensidade da fluorescéncia in vivo

(variavel dependente) e a concentragdo de clorofila a extraida com dimetilsulfoxido
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(varidvel independente) para uma espécie de microalga de referéncia (Chlorella

sorokiniana).

A Taxa de Crescimento foi determinada de acordo com a equacdo logistica abaixo
partir dos valores de densidade celular (cel mL™!), estabelecidos por citémetro de fluxo, e

obtidos em 0 e 96 horas (OECD, 2002):

pi; =  LnBj-LnB; d!

ti-ti

Onde: pi.j ¢ a taxa de crescimento do momento i a j; t; e tj sdo o tempo inicial e final do
teste (0 e 96 h), respectivamente. B; e Bj sdo a biomassa inicial e final (cel/mL) no tempo

1 e j, respectivamente.

3.8 Conteudo de proteinas, carboidratos, lipideos totais e classes lipidicas

Ap6s 96 horas de exposicao as nanoparticulas magnéticas, amostras dos meios
algais e dos brancos (10 mL) foram centrifugados a 1500 rpm por 15 min para as analises
de proteinas e carboidratos. Para as andlises lipidicas foram filtrados 100 mL de cultura
algal em filtros de fibra de vidro de 0,45 um de poro previamente calcinados através de
compressor filtrador (bomba a vacuo).

A quantificagdo do conteudo de proteinas foi realizada de acordo com Bradford
(1976) e a extragao segundo Rausch (1981), tendo sido utilizado como padrao a Albumina

Sérica Bovina (BSA). A determinagao do conteudo de carboidratos totais foi realizada
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segundo Liu et al. (1973), utilizando-se glicose como padrdo. As leituras das amostras de
proteina e de carboidrato foram feitas em espectrofotometro (HACH DR 5000, EUA) a
595 nm e 485 nm, respectivamente.

A extracdo de lipideos foi realizada utilizando-se o método Folch et al. (1957) e
modificado por Parrish (1999), com o uso de cloroférmio/metanol/agua (2:1:0,5). Agua
ultra-pura foi utilizada com adic¢ao de cloroféormio, sendo este removido com o auxilio de
um funil de separagdo. As amostras das células algais filtradas foram maceradas,
sonicadas em sonicador de ponta em poténcia maxima de 99% (Unique Group,
Indaiatuba, Brasil) durante 5 min, centrifugadas a 4400 rpm durante 5 min. Cada amostra
foi submetida ao procedimento de extracdo por trés vezes, sendo que na segunda e na
terceira extracdes, utilizou-se apenas 2 mL de cloroférmio, pois héd o risco de ocorrer
metilagdo (ligacao ou substituicdo de um grupo metila sobre os substratos) caso o metanol
seja adicionado nessa etapa. Anteriormente a realizagdo das andlises lipidicas, as amostras
foram concentradas em rotaevaporador até aproximadamente 700 pL e transferidas para
tubos de cromatografia. Nessa etapa, as amostras foram concentradas para 500 uL com o
uso de nitrogénio gasoso ultrapuro.

Os materiais utilizados foram previamente lavados com detergente neutro,
enxaguados em agua da torneira e em agua ultra-pura. Em seguida, os materiais
resistentes ao calor foram calcinados em forno mufla a 400°C por 4 a 8 horas. Antes das
analises todos os materiais utilizados foram lavados com metanol e cloroférmio por trés
vezes.

Para a identificacdo das classes lipidicas, 30 uL de cada amostra extraida foram
adicionados a capilares de silica (Chromarods-SIII). Posteriormente, os capilares foram
focalizados em acetona 100%. A separacdo cromatografica das classes lipidicas foi

realizada em trés etapas em diferentes sistemas de solventes (Parrish, 1987).
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A determinacao da composicao lipidica foi realizada por cromatografia de camada
delgada com detecg¢ao por ionizagdo em chama através do equipamento Iatroscan™ Mark
VI TLC - FID (latron Laboratories, Inc., Toquio, Japao) nas seguintes condigdes
analiticas: fluxo de hidrogénio de 174 mL min!, fluxo de ar 2 L min! e velocidade de
leitura de 4 mm s,

Para quantificacdo e identificagdo das classes lipidicas HC (hidrocarboneto
alifatico), SE/WE (estéril éster/ésteres de cera), KET (cetona), TAG (triacilglicerol), FFA
(acido graxo livre), ALC (alcool alifatico livre); ST (esterol); AMPL (lipideos polares
moveis em acetona) e PL (fosfolipidios), estas foram comparadas a posicao e area dos
picos dos seguintes padrdes lipidicos, respectivamente: n-nonadecano, colesterol
palmitato, n-hexadecano 3-ona, gliceril tripalmitato, acido palmitico, 1-hexanodecanol,
colesterol, I-monopalmitoil-rac-glicerol e 1,2,di-0-hexadecil-sn-glicerol-3-
fosfatidilcolina. Todos os padrdes lipidicos foram adquiridos da Sigma-Aldrich. A
composicao das classes lipidicas foi feita de acordo com as areas dos picos registrados

pelo software PeakSimple versao 4.44 (SRI Instruments, Menlo Park, Califérnia, EUA).

3.9 Analises Estatisticas

Os resultados foram testados para normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade
da variancia (Teste de Levene). Em seguida, os dados foram submetidos a analise de
variancia one-way ANOVA e Teste de Tukey para comparagdo entre as médias do
controle em relacdo aos tratamentos, com nivel de significancia de 5% (p<0,05) em todas

as analises.
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4. Resultados

4.1 Curva de crescimento e ensaio de sensibilidade da microalga Raphidocelis

subcapitata

De acordo com a curva de crescimento, a fase exponencial do crescimento da
microalga R. subcapitata foi observada entre o 1° e 3° (Figura 2). A taxa de crescimento
diério, calculada através da mesma equagdo logistica apresentada para o célculo da taxa
de crescimento, foi igual a 1,01 entre o 1° e 2° dia e foi de 1,25 entre o 2° e 3° dia. Entre

0 3° e 4° dia, essa taxa diminuiu para 0,56 e entre o 4° e 5° dia para 0,40.
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Figura 2. Curva de crescimento de Raphidocelis subcapitata em meio LC Oligo. A densidade celular ¢
expressa pelo logaritmo natural (Ln) das concentragdes (células mL™') a cada 24 horas durante 9 dias.
Médias + Desvio Padrdo de n=4.
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Nos testes de sensibilidade da microalga R.subcapitata ao NaCl (substancia de
referéncia) obteve-se valor médio de ICso.06n= 3,79 g L. Esse resultado é proximo ao
encontrado por Casali-Perreira (2013) com valor médio de ICso.96n= 3,5 g L"! e encontra-

se dentro da faixa estabelecida para essa espécie.
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4.2 Caracterizagdo das nanoparticulas

As imagens de Microscopia Eletronica de Transmissio (MET) para a
nanoparticula de magnetita (NP Fe3Os) registradas em diferentes aumentos (Figura 3)
mostram a homogeneidade da amostra e o carater facetado das NPs de Fe3Os4 com

didmetro médio ao redor de 20 nm.

Figura 3. Microscopia eletronica de transmissdo (MET) das nanoparticulas de magnetita (NP Fe;O4) (A, B,
C e D) com didmetro médio ao redor de 20 nm.
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Fase cristalografica das amostras das NPs de Fe;O4 analisadas por difratometria
de raios X (DRX) (Figura 4). De acordo com o padrao de difracao (JCP DS), as reflexdes
(picos) da fase magnética de 6xido de ferro encontram-se dispostas nas mesmas posigoes,
e o alargamento dessas reflexdes sdo caracteristicos das NPs de magnetita. Além disso, o

posicionamento de reflexdes em 20 indica que somente Fe3O4 estd presente na amostra.
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Figura 4. Difratometria de raios X da nanoparticula de magnetita (NP Fe3O4). Abaixo, encontram-se os
padroes de difragcdo (JCPDS).
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Imagens de Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) para a nanoparticula
de hematita com ions cobre adsorvidos (NP Cu-Fe;Os) (Figura 5) fotografadas em
diferentes aumentos. As imagens mostram a homogeneidade da amostra e o carater

facetado dessas NPs com didmetro médio ao redor de 80 nm.

Figura 5. Microscopia eletronica de transmissdo (MET) das nanoparticulas de hematita com ions cobre
adsorvidos (NP Cu- Fe;04) (A, B, C ¢ D) com didmetro médio ao redor de 80 nm.

Fase cristalografica das amostras das NPs Cu-Fe>O4 analisadas por difratometria
de raios X (DRX) (Figura 6). De acordo com o padrao de difragdo (JCP DS) essa amostra

ndo apresentou a fase espinélio inverso da ferrita de cobre (CuFe>O4), mas a fase de
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hematita de 6xido de ferro (a-Fe;Os3). As andlises de Espectrometria de Absorcao
Atomica (AAS) mostraram uma pequena quantidade de ions cobre nas amostras,
0,064Cu:2,94Fe molar (Cu-FexOs), o esperado era uma propor¢ao 1Cu:2Fe molar
(CuFe204). Assim, a NP Cu-Fe>O4 € uma hematita com ions cobre adsorvidos em sua
superficie. Os ions cobre adsorvidos ndo podem ser identificados como fase cristalina e,

portanto, 0 DRX apresenta apenas a fase de hematita.

Intensity (u.a.)

:-.—FEECI1 (Hematita) - JCPDS 33-664

10 20 30 40 50 60 7o a0 S0
26 (degree)

Figura 6. Difratometria de raios X da nanoparticula de hematita (NP a-Fe,O3). Abaixo, encontram-se os
padroes de difragcdo (JCPDS).

A determinacao de cobre nas NPs Cu-Fe,O4 por energia dispersiva de raios X
(Energy Dispersive Spectroscopy, EDS) ¢ evidenciada na Figura 7. Observa-se dois
espectros: o primeiro (Figura 7b) ¢ constituido de uma area de carbono amorfo sem
nanoparticulas (apenas com o filme de carbono e Formvar, polimero usado na MET)
nessa area pode-se obter uma contagem de 185 para a energia do cobre 8,048 KeV (o

porta amostra contém cobre) e, o segundo (Figura 7c) espectro refere-se a area com as
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NPs, com contagem de energia de 872 para o cobre 8,048 KeV. Os valores tedricos para
identificar os valores de emissdao (em KeV), caracteristicos de cada elemento, foram
obtidos em Grieken e Markowicz (2001).

Como a area do feixe de elétrons foi a mesma, o tempo de coleta dos dados
também foi constante para ambas as areas da amostra (30 s), e todos os outros dados para
coleta dos espectro foram mantidos constantes, pode-se afirmar que hd cobre nas NPs
observadas na amostra. Na drea amorfa da grade de microscopia pode-se observar
também a auséncia, como esperado, do sinal do ferro (6,404 KeV). A presenca de silicio

esta relacionada ao detector do EDS, que ¢ de constituido de silicio.
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Figura 7. Energia dispersiva de raios X (Energy Dispersive Spectroscopy, EDS) para as NPs Cu-Fe>Oa. A.
NPs Cu-Fe;O4 e padrao amorfo. B. padrdo amorfo. C. NPs Cu-Fe,O4.
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Imagens de Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) para a nanoparticula
de ferrita de cobalto (NP CoFe;04) (Figura 8) registradas em diferentes aumentos. As

imagens mostram a homogeneidade da amostra com didmetro médio ao redor 20 nm.

Figura 8. Microscopia eletronica de transmissdo das nanoparticulas de ferrita de cobalto (CoFe,04) (A, B,
C, D) com didmetro médio ao redor de 20 nm.
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A fase cristalografica das amostras das nanoparticulas de ferrita de cobalto
analisadas por difratometria de raios X (DRX) est4 representada na figura 9. De acordo
com o padrao de difragdo (JCP DS), as reflexdes da fase magnética da ferrita de cobalto
encontram-se dispostas nas mesmas posi¢des, € o alargamento esta dentro do padrao para
as NPs de ferrita de cobalto. O posicionamento de reflexdes em 26 indica que somente
essa NP estd presente na amostra.

A propor¢ao ferro:cobalto presente na nanoparticula de ferrita de cobalto analisada
por Espectrometria de absorc¢ao atdmica (AAS) foi de 1,13Co:1,87Fe molar (Coi,13 Fei,87
O4). Assim a quantidade de cobalto e de ferro foram adequadas, uma vez que a proporg¢ao

¢ proxima a 1Co:2Fe molar (CoFe204).
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Figura 9. Difratometria de raios X da nanoparticula de ferrita de cobalto (NP CoFe, O). Abaixo,
encontram-se os padroes de difracdo (JCPDS).
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A caracterizacdo das nanoparticulas magnéticas obtidas nos meios de exposi¢ao
das microalgas estdo apresentadas na Tabela 1. O tamanho médio das nanoparticulas em
0 h ficou abaixo de 600 nm de didmetro indicando que o procedimento de sonicagdo
adotado foi eficiente para dispersdo. O indice de polidispersividade (PDI) em 0 h ficou
abaixo de 0.500 para as NPs Fe;O4 e NPs Cu-Fe2O4 indicando boa dispersividade
(homogeneidade) nas solucdes de exposi¢do. Apenas as NPs CoFe>O4 ndo apresentaram
boa dispersdo no meio (PDI > 0.500). Valores elevados de PDI sugerem uma ampla
distribuicdo de tamanho (Gaumet et al., 2008). Ap6s 96 h de exposi¢do o tamanho das
trés nanoparticulas estudadas foi maior, indicando que houve agregacao/aglomeracio nos
meios durante a exposicdo. Os valores de PDI também aumentaram apds 96 h
confirmando a agregacao/aglomeracdo das nanoparticulas.

A Tabela 1 mostra que para a NP Fe3O4 os valores do Potencial Zeta ({) em 0 hora
sdo todos negativos (> -25mV) e indicam a alta estabilidade dessas particulas no inicio
do experimento. Em 96 horas os valores do { sdo inferiores a -30 mV (apenas em 100
mg/L £ foi -27,2 mV). Esses valores mostram que essas NPs tornaram-se fortemente
anionicas ao longo do periodo experimental

Na NP Cu-Fe;04 os valores do £ em 0 hora foram proximos a -25 mV apenas para
a maior concentracao analisada, sendo que nos demais os valores ficaram proximos a -
27mV. Em 96 horas os valores do { ficaram entre -27 a -25,8 mV. Esses resultados
indicam que essas NPs ficaram estaveis ao longo de todo teste (Tab. 1).

Para a NP CoFe20Oq4 os valores do £ em 0 hora foram préximos a -25 mV e em 96
horas os valores foram inferiores a -29,5 mV. Esses resultados indicam maior estabilidade
das NPs em 0 hora, sendo que essas particulas mostraram-se fortemente anidnicas ao

longo do testes (Tab. 1).
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Tabela 1. Tamanho hidrodindmico médio (THM = d.nm), Indice de Polidispersividade (PDI) e Potencial

Zeta({) (mV) das nanoparticulas de Fe;04, Cu-Fe;04 ¢ CoFe;O4 (CN = concentragdo nominal em mg L)

em 0 e 96 horas de exposi¢ao da microalga Raphidocelis subcapitata.

0 hora 96 horas
CN THM PDI C THM PDI C
FeszOq4
1,0 257,3+4,6 0,32+0,01 -25.3 |542,55+87,4  0,580+0,1 -34,6
5,0 304,6+£21,7 0,338+0,09 -21,7 | 649,7+28,0 0,499+0,05 -30,5
50,0 301,7+17,8 0,237+0,01  -25,0 |550,4+0,64 0,253+0,06 -32,6
100,0 316,3+£20,9 0.284+0,02 -24,0 [4782+115,0 0,293+0,08 -27,2
Cu-FexOq4
0,001 990,3+303,5  0,98+0,03 -27,0 |448,8+87,2 0,700+0,11 -27,0
5,0 203,2+5,6 0,241+£0,02  -27,2 |766,7+111,0  0,880+0,12 -25,8
50,0 191,03+4,1 0,196+0,02  -25,7 [315.9+14,0 0,380+0,015 -26,0
CoFex04
0,65 524,3+89.0 0,707+£0,05 -24,7 |3716+162,63 0,912+0,15 -32,4
10,0 575,1£69.4 0,803+0,04 -26,3 |1588.5£140,0 1,000+0,00 -32,3
100,0 366,43+6,72 0,405+0,07 -25 |1032,7+173,0 0,970+0,03 -29.,5

4.3 Analise dos metais

A tabela 2 apresenta fracdo de metais particulados obtidos no inicio (0 hora) e

final (96 horas) do periodo experimental. Para todas as nanoparticulas a quantidade de

ions livres diminuiu consideravelmente apos 96 horas.
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Raphidocelis subcapitata.

Fe3O4 NP Oh 96 h

CN (mg L) Fe (mg cel ™) Fe (mg cel')

0 <DL <DL

1,0 1,17 x 108 <DL

5,0 7,36 x 108 2,14x 107

100,0 2,44 x 107 2,81x 1038

Cu-Fe204 Oh 96 h

NC (mg L) Fe (mg cel!) Cu(mgcel!) |Fe(mgcell') Cu(mgcel')
0 <DL <DL <DL <DL

0,1 <DL <DL <DL <DL

1,0 1,39x10°  890x 10" |454x10°  290x10"°
50,0 2,14x107  1,36x10°  |535x10%  341x107
CoFex04 Oh 96 h

NC (mg L) Fe (mg cel!) Co (mgcel!) |Fe(mgcell') Co (mgcel')
0 <DL <DL <DL <DL

0,65 2,53 x 107 9,49x 10" |<DL <DL

5,0 4.89x 108 1,84x 108 6,65x 107 2,50x 107
10,0 8,90x 10°® 3,35x 108 1,88 x 107 7,04x 108
100,0 2,23 x 107 8,37x 10 1,10 x 107 4,43 x 107

Tabela 2. Fragao particulada de ions ferro, cobre e cobalto das NP Fe;O04, NP Cu-Fe204 e NP CoFe,O4 em

Onde: < LD indica abaixo do limite de detecgdo. LD = 0,005 mg L' Fe; LD =0, 0015 mg L' Cu; DL =

0,009 mg L! Co

Em relagdo as andlises dos metais dissolvidos todos os dados obtidos ficaram
abaixo do limite de deteccdo do AAS utilizado. Assim, a quantidade de ions ferro livre é
inferior a 0,005 mg L', de ions cobre livre ¢ inferior a 0,0015 mg L' de ions de cobalto

livre ¢ inferior a 0,009 mg L'! em todas as amostras filtradas (dissolvidas).
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4.4 Exposicdo da microalga Raphidocelis subcapitata as nanoparticulas

magnéticas

A Figura 10 mostra imagens em microscopia Optica de Raphidocelis subcapitata
expostas as nanoparticulas de Fe3Os, Cu-Fe;O4 ¢ CoFe2O4, sendo possivel observar a

formacgao de aglomerados de NPs.

Fig 10. Fotomicrografias de Raphidocelis subcapitata (aumento 400x) com 96 horas de exposi¢do as
nanoparticulas de Fe;O4, Cu-Fe;O4, CoFe2Os. (A) controle; (B) alga com NP Fe;04 (100 mg L); (C) alga
com NP Cu-Fe;04 (50 mg L), (D) alga com NP CoFe;O4 (100 mg L'!). As setas vermelhas evidenciam os
aglomerados.

4.5 Biomassa (clorofila a) e Taxa de Crescimento

A determinagdo do contetido de clorofila a partir da biomassa estd apresentado na

Tabela 3. Apos a exposicao de 96 horas as NPs Fe3O4 houve reducdo significativa na
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concentracio de clorofila @ em pg cel! apenas no tratamento de 100,0 mg L™'. Em relagio
a taxa de crescimento, novamente, apenas a concentragdo mais elevada de NP Fe3O4
(100,0 mg L) apresentou diminui¢io significativa.

Em relacdo as NPs Cu-Fe2O4 e CoFe204, o conteudo de clorofila a nas células ndo
apresentou diferenca significativa em relacdo ao controle e entre os tratamentos. A taxa
de crescimento foi significativamente menor nas concentragdes mais altas dessas
nanoparticulas (20,0 e 50,0 mg L!) em relagdo ao controle. E, ainda, para as algas
expostas a 0,1 mg L' da NP Cu-Fe,O4 também houve diminui¢io significativa da taxa

de crescimento em relagdo ao controle.
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Tabela 3. Média = Desvio Padrdo da concentragdo de clorofila a (pg cel™!) e taxa de crescimento (d!) da

microalga Raphidocelis subcapitata em diferentes concentragcdes nominais de nanoparticulas de Fe;O4, Cu-

FexO4 e CoFexO4 (mg L) ap6s 96 horas de exposicdo. Letras distintas em cada coluna indicam diferenca

estatisticamente significativa (p<0.05).

Concentragao Taxa de crescimento
nominal (mg L")  Chl a (pg cel™) (dh

NP Fe30q4

0 0,12+0,01? 0,82+0,01°
1,0 0,09+0,012 0,83+0,005*
5,0 0,10+0,01? 0,79+0,012
10,0 0,110,012 0,84+0,02°
20,0 0,11£0,00? 0,82+0,012
50,0 0,10+0,01? 0,82+0.012
100,0 0,07+0,01° 0,77+0.01°
NP Cu-FexO4

0 0,10+0,00? 0,84+0,01°
0,1 0,090,022 0,71+0,05°
1,0 0,11£0,00? 0,840,032
5,0 0,10+0,01* 0,84+0,02°
10,0 0,11+0,012 0,79+0,012¢
20,0 0,10+0.01? 0,78+0,01¢
50,0 0,11+0,00? 0,65+0,024
NP CoFe;04

0 0,06+0,01? 1,00+0,01?
0,65 0,06:+0,03* 1,01+0,02°
2,0 0,08+0,03? 0,95+0,092°
5,0 0,09+0,03? 0,90+0,092
10,0 0,090,012 0,89+0,022°
20,0 0,06+0,005% 0,81+0,03°
50,0 0,07+0,04* 0,79-+0,02°

4.6 Conteudo de proteinas, carboidratos, lipideos totais e classes lipidicas

As concentragdes de proteinas totais nas microalgas expostas as nanoparticulas

estdo representadas na Tabela 4. Nas NPs Fe3O4, a concentragdo de proteinas totais por
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célula diminuiu significativamente nas concentragdes de 10,0, 20,0 e 50,0 mg L. No
entanto, na maior concentra¢do (100,0 mg L!), houve um aumento do contetido proteico
em relacdo ao controle. Para a NP Cu-Fe;O4, houve um aumento significativo na
quantidade de proteina por célula na menor concentragio (0,10 mg L) e diminuigdo nas
concentracdes intermediarias (1,0 e 5,0 mg L!). J4 nas tltimas concentragdes (10,0; 20,0
e 50,0 mg L!) ndio houve diferenca significativa na quantidade de proteina em relagio ao
controle. Para as NPs CoFe>O4a quantidade de proteina foi significativamente maior em
relacdo ao controle nas maiores concentragdes (10,0; 20,0 e 50,0 mg L"). Para as algas
expostas as menores concentragdes (0,65; 2,0 e 5,0 mg L!) a quantidade de proteina foi
significativamente igual ao controle.

Em relacdo ao conteudo de carboidratos totais por célula (Tabela 4) ndo houve
diferenga significativa em relagdo ao controle para as algas tratadas com NP Fe;O4. No
entanto, houve aumento significativo do conteudo de carboidrato nos tratamentos com
1,0; 5,0 e 50,0 mg L' de NP Cu-Fe>Os e, diminui¢io no tratamento de 10,0 mg L'!. Para
a NP CoFe2O4 houve aumento significativo de carboidrato nas algas submetidas a
concentrag¢io mais elevada (50,0 mg L!). Nos demais tratamentos, nio foram observadas
diferengas significativas em relagdo ao controle.

A razdo entre proteina e carboidrato (P/C) (Tabela 4) para as células expostas as
NPs Fe304 diminuiu nas concentra¢des de 1,0 10,0; 20,0 e 50,0 mg L', No tratamento de
5,0 mg L™ a razdo diminui apenas 1,89% e, no tratamento com maior concentracio (100,0
mg L), a razdo foi igual ao controle. Para NP Cu-Fe;O4, essa razio diminuiu na maioria
das concentragdes analisadas quando comparadas ao controle, exceto para a concentragdo
de 10 mg L' (aumento de aproximadamente 16,3% na razio P/C). Para NP CoFe;Os a
razdo diminuiu cerca de 10,6% na maior concentragio utilizada nos testes (50,0 mg L)

e, aproximadamente, 57,5% na concentragdo de 2,0 mg L.
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A quantidade de lipideos totais por célula (Tabela 4) para as NPs Fe3O4 diminuiu
significativamente em relagdo ao controle nas concentracgdes de 1,0; 10,0; 20,0 e 50,0 mg
L. Na exposi¢do a NP Cu-Fe;O4 houve diminui¢io do contetido lipidico nas células
algais tratadas com 1,0 e 10,0 mg L! e, também, um aumento significativo no tratamento
na maior concentragdo (50,0 mg L!). Para NP CoFe>O4, pode-se observar um aumento
significativo de lipideos totais nas concentragdes de 2,0 e 20,0 mg L' em relagdo ao

controle e, diminuigdo significativa nas células tratadas com 10,0 mg L.
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Tabela 4. Composicao bioquimica (proteinas, carboidratos e lipideos totais) da microalga Raphidocelis
subcapitata em meio LC Oligo ap6s 96h de exposi¢ao as nanoparticulas de Fe3Os, Cu-FeoOs e CoFerOas.
P/C (razdo proteina e carboidrato). Letras distintas em cada coluna indicam diferenga estatisticamente

significativa entre controles e tratamentos e entre tratamentos (p<0,05). Média + Desvio de n=4.

Concentragao Proteina Carboidrato Razao Lipideos
nominal mg L' pg cel! pg cel! P/C pg cel’!
Fe304

0 3,80 +£0,55° 2,38+0,34° 1,59 0,46:+0,05%
1,0 2,95 +0,28% 2,44+0,08° 1,20 0,35+0,00
5,0 3,31£0,19° 2,1240,27 1,56 0,52+0,014
10,0 2,18+0,21° 2,09+0,65° 1,04 0,39+0,01%
20,0 2,30+0,07" 2,39+0,19° 0,96 0,35+0,04¢
50,0 2,39+0,28"¢ 2,60+0,20? 0,90 0,40+0,012°
100,0 4.17+0,059 2,61+1,04° 1.59 0,48+0,024¢
Cu-FexOq4

0 5,55 +0,25 1,45+0,32% 3,80 1,17+0,032¢
0,1 7,06 +0,55° 2,3140,38%¢ 3,05 1,30+0,10°
1,0 3,75+0,22¢ 2,36+0,20°¢¢ 1,58 0,74+0,03bd¢
5,0 4,27+0,31° 2,06+0,434dce 2,07 1,05+0,09°4
10,0 5,04+0,33 1,14+1,169 4,42 0,83+0.10%
20,0 5.03+0,21 1,59+0,34% 3,16 0,95+0,13¢
50,0 5,9240,32° 2,45+0,15¢ 2,41 1,90+0,06
CoFexOq4

0 1,25+0,08* 0,80+0,15% 1.60 0,33+0,012
0,65 1,27+0,25% 0,77+0,15° 1,64 0,45+0,01%
2,0 0.97+0,20° 1,4240,15 0,68 0,54+0,09"°
5,0 1,9340,46%¢ 1,20+0,15 1,60 0,40:+0,01
10,0 2,19+0,10°° 1,31+0,15° 1,67 0,100,024
20,0 2,27+0,535 1,35+0,15% 1,68 0,55+0,09°
50,0 3,28+0,04¢ 2,28+0,15° 1,43 0,35+0,092

O conteudo de hidrocarboneto (HC) detectado no ensaio submetido as NPs Fe3O4

(Figura 11a) apresentou aumento significativo nas células algais nas concentragdes de
5,0; 10,0 e 100,0 mg L' quando comparado ao controle. A quantidade de HC nessas
concentragdes acima mencionadas foi, respectivamente, 0,030+0,004; 0,0326+0,001 e
0,046+0,001 pg cel!, enquanto o controle apresentou 0,022+0,003 pg cel’! de HC. No

controle a quantidade de HC representa cerca de 4,94% da quantidade total de lipideos,
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ja nos tratamentos submetidos a 5,0; 10,0 e 100,0 mg L™ a quantidade de HC representa,
respectivamente, 5,88; 8,36 € 9,64%. As classes estéril éster/éster de cera (SE/WE) foram
detectadas apenas no controle e no tratamento com 5,0 mg L' de NP Fe304, porém em
pequena quantidade (0,003+0,0006 e 0,005+0,001 pg cel™!, respectivamente).

O élcool alifatico livre (ALC) foi detectado em todos os tratamentos (exceto em
50,0 mg L) (Figura 11b), com aumento significativo nas concentragdes de 5,0 e 100,0
mg L!. A quantidade de ALC nessas concentragdes foi, respectivamente, 0,023+0,004 ¢
0,025+0,001 pg cel!. Esses valores representam, respectivamente, 4,48 ¢ 5,31% da
quantidade total de lipideos, enquanto no controle com 0,0074+0,001 pg cel! essa
quantidade equivale a 1,62% de ALC. A quantidade de ST (esterol) nos tratamentos (1,0;
10 € 20,0 mg L) foi cerca de 2,12%, ja no controle representou 4,29%, e nio foi detectada
em 5,0; 50,0 e 100,0 mg L!. O TAG nio foi detectado nas concentragdes de 1,0; 50,0 e
100,0 mg L', apresentando aumento significativo apenas em 5 mg L™!, com 0,02+0,002
pg cell, o que representa 3,37% do total de lipideos. J4 o controle apresentou apenas
0,008+0,001 pg cel”! de TAG (1.75% da quantidade total de lipideos).

A classe FFA (acido graxo livre) (Figura 11c¢) aumentou significativamente nas
concentracdes de 5,0; 10,0; 50,0 e 100,0 mg L', na maior parte dessas classes (exceto
10,0 mg L), aumento que foi cerca de 10 vezes maior que o controle. A quantidade de
lipideos polares moveis em acetona (AMPL) ficou estavel no controle e tratamentos. O
fosfolipideo (PL) foi significativamente menor em 1,0; 10,0; 20,0 e 50,0 mg L. No
entanto, nos controles e tratamentos, o PL ¢ a classe que mais contribuiu para o
incremento de lipideos nas células, com 0,34+0,04 pg cel! no grupo controle e cerca de
0,240,006 pg cel”! nos tratamentos com 1,0; 10,0; 20,0 e 50,0 mg L™ de NP Fe;04. O
AMPL ¢ a segunda classe que maior contribuiu na quantidade de lipideo nas células algais

do controle, porém os tratamentos apresentaram variagdes, com o FFA sendo a segunda
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principal classe em 5,0; 50,0; e 100,0 mg L' e, o AMPL a segunda maior classe em 1,0;

10,0 € 20,0 mg L.
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Classes lipidicas (pg cel'l)

Classes lipidicas (pg cel'l)
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Figura 11. Classes lipidicas nas células da microalga Raphidocelis subcapitata exposta a diferentes
concentragdes de nanoparticulas de Fe3O4. (a) HC hidrocarboneto alifatico e SE/WE estéril éster/éster de
cera (b) TAG triacilglicerol; ALC alcool alifatico livre; ST esterol. (¢) FFA &cido graxo livre; AMPL
lipideos polares moveis em acetona e PL fosfolipideo. Em cada classe lipidica, os asteriscos indicam que
ha diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controle (p<0,05) de acordo com one-way
ANOVA e Teste de Tukey.

Classes lipidicas (pg cel'l)

Nos ensaios com a NP Cu-Fe,O4 (Figura 12a), o contetido de HC no tratamento
com 5,0 mg L (8,24% do total lipidico) foi aproximadamente duas vezes maior que o
controle. Nas concentragdes de 1,0; 10,0 e 20,0 mgL™!' a quantidade da classe de HC
diminuiu cerca de 0.02 pg cel! em relacdo ao controle. J4 SE/WE ndo apresentaram
mudangas em todos os tratamentos em relagcdo ao controle.

A quantidade de TAG (Figura 12b) diminuiu nas concentracdes acima de 1,0 mg
L! (exceto em 20 mg L!). Na maior concentragio (50,0 mg L) a quantidade de TAG
foi 0,016+0,001 pg cel!. O controle e a menor concentragio (0,1 mg L) apresentaram

0,034+0,006 e 0,04+0,008 pg cel™!, respectivamente. Nesse cenario, o TAG nos controle,
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0,Img L' ¢ 20 mg L™! representa cerca de 3,20 % da quantidade total de lipideo, € em 50
mg/L"! apenas 0,90%. A classe ALC apresentou aumento significativo em relagdo ao
controle nas concentra¢des de 20,0 e 50,0 mg L}, com 0,028+0,002 pg cel! no controle
e, 0,042+0,002 e 0,058+0,1 pg cel! em 20,0 e 50,0 mg L'}, respectivamente. A quantidade
de ALC nesses tratamentos corresponde a cerca de 3,8% do total de lipideos. A classe ST
esteve presente em maiores quantidades nas células algais expostas a 5,0 e 50,0 mg L
de NP. No controle o valor de ST foi de 0,210,006 pg cel! e nos tratamentos com 5,0 e
50,0 mg L' a quantidade foi de aproximadamente 0,35+0,04 pg cel™!, o que corresponde
a cerca de 18,2% (controle) e 35% (5,0 e 50 mg L™!) do total lipidico.

A quantidade de AMPL (Figura 12¢) dobrou no tratamento de 0,10 mg/L em
relacdo ao controle (0,06+0,01 pg cel!). A quantidade de FFA diminui cerca de duas
vezes em relacdo ao controle (0,12+0,01 pg cel!) em 1 mg L', J4 a quantidade de PL
aumentou significativamente em 0,1 mg L' e 50,0 mg L"1(0,80+0,07 pg cel™! e 1,18+0,09
pg cel’!, respectivamente) em relacdo ao controle (0,64+0,02 pg cel'). Nas demais
concentragdes a quantidade de PL nas células diminuiu significativamente em relagdo ao
controle, porém essa classe lipidica representa a maior parte dos lipideos encontrados nas
células algais (55,3% no controle e cerca 62,2% nas células tratadas com 0,1 e 50,0 mg

L.
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Figura 12. Classes lipidicas nas células da microalga Raphidocelis subcapitata exposta a diferentes
concentragdes de nanoparticulas de Cu-Fe,O4 (a) HC hidrocarboneto alifatico e SE/WE estéril éster/éster
de cera (b) TAG triacilglicerol; ALC alcool alifatico livre; ST esterol. (c) FFA acido graxo livre; AMPL
lipideos polares moveis em acetona e PL fosfolipideo. Em cada classe lipidica, os asteriscos indicam que
ha diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controle (p<0,05) de acordo com one-way
ANOVA e Teste de Tukey.

Para as microalgas expostas a NP CoFe>O4 (Figura 13a), a quantidade de HC
diminuiu nos tratamento com 0,65 ¢ 10,0 mg L', com 10,07+0,01 e 5,72+0,005 pg cel”,
respectivamente. O tratamento com 20,0 mg L' apresentou 0,040,004 pg cel™’, o que
corresponde a aproximadamente o dobro de HC presente no controle e 7,1% do total de
lipideo. As classes SE/WE também apresentaram aproximadamente o dobro do contetido
no tratamento com 20,0 mg L' quando comparadas ao controle (0.004+0,001 pg cel™).

A quantidade de TAG em relacdo ao controle (0,013+0,002 pg/cel!) diminuiu
significativamente em 10,0 mg L' (0,001+0,001 pgcel') e aumentou em 20 mg L
(0,032+0,007 pg cel!). Nota-se também que essa classe ndo foi detectada na maior

concentragdo (Figura 13b). A quantidade de ALC apresentou aumento significativo em
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relagdo ao controle (0,006:+0,0002 pg cel™) somente em 2,0 mg L' (0,015+0,004 pg cel
). O ST diminuiu em relagdo ao controle em 5,0 ¢ 10 mg L™, com 0,004+0,0003 e
0,0009+0,00004 pg cel ™!, respectivamente. Esses valores representam 1,02 e 0,95% da
quantidade lipidica total, enquanto o controle possui 10,28% de ST.

O FFA aumentou significativamente nas células expostas a 0,65 ¢ 5,0 mg L™
(0,02+ 0,004 e 0,04+ 0,002 pg cel!, respectivamente) em relacio ao controle (0,012+
0,003 pg cel™!). A classe AMPL diminui cerca de 9 vezes em 10 mg L! com relagdo ao
controle e representou 6,04% do total de lipideos, enquanto que no controle essa classe
foi 15,7% do total. O contetido de PL dobrou nas concentra¢des de 2,0 e 20,0 mg L' e
diminuiu 2,5 vezes em 10,0 mg L' em relagdio ao controle. No entanto, essa classe foi
responsavel pela maior parte do contetido lipidico das células nesse ensaio (56,7% no

controle e 71,8 e 68,0% nas células tratadas com 2,0 e 20,0 mg L) (Figura 13c).
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Figura 13. Classes lipidicas nas células algais da microalga Raphidocelis subcapitata exposta a diferentes
concentragdes de nanoparticulas de CoFe;O4. (a) HC hidrocarboneto alifatico e SE/WE estéril éster/éster
de cera (b) TAG triacilglicerol; ALC alcool alifatico livre; ST esterol. (¢) FFA acido graxo livre; AMPL
lipideos polares moveis em acetona e PL fosfolipideo. Em cada classe lipidica, os asteriscos indicam que
ha diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controle (p<0,05) de acordo com one-way
ANOVA e Teste de Tukey.
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5. Discussao

A clorofila a constitui um importante indicador de biomassa algal, uma vez que
estd presente em todas as microalgas planctonicas, sendo um pardmetro relevante de
monitoramento bioldgico de corpos d’agua. A mensuragdo in vivo da clorofila a ¢ um
componente sensivel para a detec¢dao rapida de compostos potencialmente nocivos a
fotossintese, uma vez que fornece limites de toxicidade e indica, de certo modo, a a¢do
desses compostos (Fai et al., 2007).

No presente estudo, os resultados da concentragdo de clorofila a de Raphidocelis
subcapitata confirmam a baixa toxicidade das NPs magnéticas utilizadas, uma vez que
apenas para a concentragio mais elevada de NP Fe3O4 (100,0 mg L) houve diminuigio
do contetudo de clorofila a por célula (Tabela 3). Outros estudos tém destacado a baixa
toxicidade de NPs magnéticas sobre microalgas (Chen et al., 2012; Hazzem et al., 2015).
Na maioria dos estudos encontrados as concentragdes que afetam o contetido de clorofila
a sdo superiores a 50 mg L. Chen et al. (2012) avaliaram o efeito de NP Fe3Os em
Chlorella vulgaris e detectaram que ndo houve diferenca significativa da quantidade de
clorofila em relagdo ao controle em concentragdes de 50,0 e 100,0 mg/L. Hazzem et al.
(2015) também avaliaram o efeito de NPs Fe3O4 (20 e 40 nm) na alga Picochlorum sp. e
demonstraram que apenas na exposi¢io a 200 mg L' de NP Fe304 (20 nm) houve redugio
na concentracdo de clorofila a.

Alguns estudos tem relatado também que o crescimento de microalgas poderia ser
diretamente afetado por efeitos de sombreamento causado pela presenga de NPs. Hund-
Rinke e Simon (2006) avaliaram o efeito do sombreamento pela NP T;O: na alga
Desmodesmus subspicatus e relataram que a presen¢a da NP ndo reduziu o crescimento

algal. O mesmo resultado foi observado por Arouja et al (2009) onde o efeito do
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sombreamento ndo foi correlacionado ao efeito téxico por NPs ZnO e CuO em R.
subcapitata. Para NP ZnO em Chlorella sp Jietal. (2011) também sugerem que os efeitos
de sombreamento ndo estdo associados a toxicidade. No entanto, Gong et al. (2011), em
estudos com Chlrorella vulgaris e NP NiO, e Schawab et al (2011) em estudos com C.
vulgaris, R. subcapitata e nanotubos de carbono, demonstraram que a inibicdo do
crescimento algal foi resultado do efeito de sombreamento e da formagdo de agregados
(NP-alga). E no caso das NP NiO, a liberac¢do de ions niquel também contribuiu para a
toxicidade observada. A inibi¢do do crescimento algal devido ao efeito de sombreamento
causado pela adsor¢do de agregados de NP TiO2 na superficie celular de Chlorella sp
também foram observados Sadiq et al (2011).

Em nossos resultados, a taxa de crescimento ndo foi afetada pelo sombreamento
das NP Fe3;Os4 ou por agregados de NP-alga pelo menos até 50 mg L. E para as algas
expostas as NPs bimetalicas (NP Cu-Fe;O4 ¢ NP CoFexOs) esses efeitos também ndo
diminuiram as taxas de crescimento pelo menos até 10 mg L. E possivel que nos
tratamentos com 100 mg L™! de NP Fe;04 e acima de 20 mg L' de NPs bimetalicas, tenha
ocorrido o efeito de sombreamento. Este efeito poderia ser explicado pela adsor¢do de
agregados de NPs na superficie algal e/ou apenas em funcdo das NPs (concentragdo-
dependente). Tal efeito ndo poderia ser descartado quando os ensaios de cada NP sdo
avaliados isoladamente (Tabela 3).

A toxicidade de NPs de ferro em Chlorella sp. tem como componente principal o
sombreamento causado pela presenga de NPs nos meios de exposicao ao invés de danos
permanentes na membrana celular e DNA (Toh et al., 2014 e 2016). Os autores relatam
que a diminuicdo da luminosidade devido ao sombreamento acarretou inibi¢do do
crescimento algal nas células expostas a aproximadamente 50 mg L' de NPs de ferro, e

ressaltam que esse efeito indireto ¢ altamente dependente das concentragdes das NPs.

73



Comparando-se as NPs estudadas, podemos observar que, apesar da baixa
toxicidade das trés NPs, as bimetalicas apresentaram maior toxicidade para a microalga,
pois afetaram a taxa de crescimento em concentragdes inferiores as NPs Fe3O4 (Tab. 3).
Aglomerados (NP-alga) foram observados por microscopia Optica nas concentragdes
mais elevadas de todas as NPs (Figura 10). A formacao de aglomerados das NPs sobre
as células algais poderia inibir o crescimento das algas ou causar entupimento dos poros
das paredes celulares e, assim, dificultar a entrada de nutrientes nas células (Navarro et
al., 2008; Oukarroum et al., 2012). Essa hipotese ¢ reforcada pela determinagdo do
tamanho hidrodindmico médio de todas as NPs estudadas, que aumentou apds 96 horas
confirmando a formagdo de agregados e/ou aglomerados nos meios de exposicao (Tabela
1) (Sadiq et al., 2011. Nao apenas a formag¢ao dos agregados nas maiores concentragdes
poderia explicar a diminui¢do da taxa de crescimento nas algas expostas a 20 e 50 mg L
! de NPs bimetalicas.

Outro fator que poderia se correlacionar com a maior toxicidade das NPs
bimetalicas em relagiio as NPs Fe;Oy seria o efeito da liberagdo dos ions Co** e Cu*" a
partir dessas NPs. Estudos com linfocitos humanos os efeitos toxicos segundo os autores
ocorreram devido a entrada de NPs nas células ou pela dissolu¢ao das NPs com aumento
de ions cobalto no meio de exposi¢do (Chattopadhyay et al., 2015). Da mesma forma
Blinova et al. (2010) constataram que os efeitos toxicos de NP CuO e NP ZnO em
crustaceos e protozodarios foram ocasionados pela presenca de ions metélicos dissolvidos.
Em nosso estudo, essa seria uma outra explicagdo para a maior toxicidade observada pelas
NPs bimetalicas, ou seja, ions cobalto (NP CoFe>O4) e ions cobre (NP Cu-Fe2O4)
dissolvidos poderiam estar relacionados a menor taxa de crescimento nos tratamentos

com20e50mg L.
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O efeito de oxidagdo sofrido pelas NPs metalicas também poderia influenciar
frequentemente diretamente na sua toxicidade. Lei et al. (2016) avaliaram o efeito da NP
Fe304 (magnetita) e NP a-Fe>Os (hematita) em Chlorella pyrenonedosa e concluiram que
a toxicidade diminuiu com o aumento da oxidacdo, com menor toxicidade da hematita
em relagcdo a magnetita. Diante da menor toxicidade atribuida a hematita em relagdo a
magnetita, podemos inferir que, no presente estudo, os ions cobre livre podem ter
contribuido para o maior efeito toxico das algas expostas a NP Cu-FeO4 quando
comparadas a NP Fe3O4,ja que a NP Cu-Fe2O4 € uma hematita (a-Fe2O3) com ions cobre
adsorvidos.

Em adicdo, outro efeito relevante foi destacado por Stauber e Florence (1987).
Esses autores relatam que ions trivalentes como o Fe** formam uma camada de 6xido
metalico hidratado sobre a célula algal. Isto facilita a adsor¢ao do cobre sobre a membrana
celular antes da penetragcdo na célula o que diminui seu efeito toxico. Ao analisarmos
apenas os efeitos das NP Cu-Fe>O4, em comparacdes com as outras NPs desse estudo,
podemos inferir que este efeito também pode ter ocorrido em nosso estudo. Os ions Fe**
liberados pela NP Cu-Fe2O4 podem ter contribuido para a interagdo do complexo 6xido-
metal-4gua com a membrana celular, dificultando a entrada de Cu®" nas células algais.
Ou seja, os ions trivalentes de Fe™ formaram um complexo protetor sobre a membrana e
diminuiram a entrada do ion Cu*? téxico. Isto pode ser confirmado pelo fato da
manuten¢ao do contetido de clorofila a e taxa de crescimento nos tratamentos com baixas
concentragdes (1,0 a 10,0 mg L!), uma vez que a biodisponibilidade de ions cobre é
menor (Tab. 2). Mesmo nas concentragdes que apresentaram maior efeito, os ions ferro
podem ter dificultado a entrada do cobre nas células, o que ¢ evidenciado pela

concentragdo de clorofila a que ndo foi significativamente alterada e também pelo pouco
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efeito observado sobre a diminuicdo da taxa de crescimento, sendo apenas 7% na
concentracdo de 20 mg L™ e 22,6% na concentra¢io de 50 mg L™ (Tab. 3).

A toxicidade de ions Fe** sobre organismos aquaticos pode ser atribuida a efeitos
indiretos, tais como interferéncia na disponibilidade de nutrientes, alteragdes nos
movimentos ou na respiracdo (Arbildua et al., 2016). Ja os ions Fe** encontrados sob
condi¢cdes acidas ou aguas andxicas sdo considerados mais toxicos, sendo responsaveis
por efeitos diretos na sobrevivéncia. Na microalga R. subcapitata a toxicidade dos ions
Fe’" ¢ um efeito secunddrio devido a menor disponibilidade de fosforo no meio, esse
efeito ¢ facilmente revertido pela a adigdo de fésforo apds precipitacao do ferro (Arbildua
et al. 2016).

Em relacdo a toxicidade dos ions cobalto e cobre foi observada relataram maior
toxicidade do cobre em Chlamydomonas reinhardtii (Macfie et al., 1994). Jiang et al.
(2016) também demonstraram inibi¢do do crescimento dessa alga pelo cobre. Lustignan
et al. (1995) investigaram o efeito do cobalto em C. reinhardtii e constataram redu¢ao do
crescimento em 10 mg L' e interrupgdo do crescimento acima de 30 mg L', resultados
corroborados por El-Sheekl et al. (2003) com as algas Monoraphidium minutum e
Nitzchia perminuta.

Ja em relagdo a toxicidade de nanomateriais (cobalto, cobre, prata, aluminio e
niquel) e seus respectivos sais, Griffitt et al (2008) observaram, em R. subcapitata que as
formas soluveis desses metais parecem apresentar maior toxicidade do que os
nanomateriais. O mesmo resultado foi observado por Arouja (2015) utilizando a
microalga R. subcapitata, NP CuO e NP Co3;04 foram menos tdxicas que seus respectivos
sais. No entanto, para NP Fe3O4 e seu sal esse resultado ¢ inverso, com maior toxicidade

observada para as NPs Fe3O4. No estudo de Arouja (2015) a NP CuO foi mais toxica para
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R. subcapitata do que NP Co0304 e NP Fe304 Em Chen et al. (2011) a toxicidade de ions
Fe?" foi maior que a apresentada pela NP Fe;O4 para larvas do peixe Oryzias latipes.

A liberag@o e bioacumulac¢do de ions metalicos contribuiram para a toxicidade em
C. vulgaris submetidas as NPs Fe3O4 e NPs cobalto/zinco/cobre (Barhoumi ¢ Dewez,
2013). No entanto, para esses autores, ¢ dificil determinar se esse mecanismo € a unica
contribuicdo para a toxicidade em C. vulgaris, visto que NPs ligadas a parede celular
podem alterar de forma direta trocas celulares entre as células e o meio. Barhoumi e
Dewez (2013) observaram que a taxa de divisdo celular foi inibida de forma mais
significativa pelas NPs Fe3O4 do que pelas NPs cobalto/zinco/ferro concluindo que o ferro
causou peroxidacao lipidica pela geragdo de radicais livres nas células. Esse resultado ndo
¢ corroborado pelos nossos estudos, uma vez que as NPs Fe;O4 apresentaram menor
toxicidade em relagdo as NPs Cu-Fe>O4 € NPs CoFexOq.

A parede celular das algas, constituida de polissacarideos e glicoproteinas, ¢ uma
barreira para a entrada de NPs. A espessura da parede celular, de 5 a 20 nm, e sua
permeabilidade parcial, limitam a entrada de moléculas grandes. No entanto, em
processos de divisdo celular as paredes celulares recém-sintetizadas podem apresentar
maior permeabilidade, o que facilitaria a entrada das NPs. O contato das células com as
NPs também induz a formagdo de poros maiores nas paredes celulares, o que pode
contribuir de forma significativa para a maior internalizacdo dessas particulas (Navarro
et al., 2008). Em nossos estudos, a manuten¢ao do contetido de clorofila @ e taxa de
crescimento na maior parte dos tratamentos, apds 96 horas de exposi¢do, pode ser
correlacionado ao desenvolvimento de mecanismos adaptativos (Hazeem, 2015) ao longo
da fase de crescimento e/ou ao fato das NPs ndo terem afetado a absor¢ao de nutrientes
pelas células algais, mesmo com a possivel internaliza¢do das particulas nas primeiras 48

horas (fase de crescimento exponencial, Figura 2).
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O crescimento das algas depende diretamente do suplemento de macro e
micronutrientes. Entre estes tltimos encontram-se os metais como o ferro, cobalto, cobre,
zinco e molibdénio. Em altas concentragdes, zinco, cobre e cobalto sdo toxicos. Os ions
ferro sdo fundamentais em processos fotossintéticos e respiratorios, porém em excesso
podem provocar inibi¢do da clorofila a e da biossintese de proteinas (Huang et al., 2013).
Para as NPs utilizadas em nosso estudo, esses efeitos ndo foram observados (Tabela 4) o
que evidencia a baixa toxicidade dessas particulas em comparacao com ions ferro, cobalto
e cobre, e ainda indica que a absor¢do de nutrientes pelas células algais ndo foi
comprometida na presenga das NPs. Morrissey e Bowler (2011) ressaltam que os
organismos podem controlar a homeostase do ferro e apresentar respostas coordenadas a
sobrecarga desse nutriente.

No presente estudo, a quantidade de metais da fracdo particulada diminuiu nos
ensaios de todas as NPs ap6s 96 horas (Tabela 2). Esses resultados também foram
encontrados por Ahmad et al. (2015). Segundo os autores a lixiviagdo de ions Fe** e Co**
foi suprimida devido a agregagdo-aglomeracdo de NPs CoFe.O4, em concentragdes
nominais de 2,35 e 117,3 mg L', por exemplo, a concentracio de ions livres foi 0,055 e
0,247 pug L', respectivamente. Diante desses fatores, pdde-se inferir que a diminui¢io da
biodisponibilidade de ions ferro, cobre e cobalto (mg cel™!), no presente estudo, pode estar
relacionada aos seguintes fatores: filtragdo — nessa etapa a heterogeneidade do meio de
cultivo em fun¢do de aglomerados (NP-alga ou apenas NP) pode ser relevante, pois as
aliquotas analisadas podem ter apresentado maior ou menor quantidade de NP em fungao
de estarem presentes mais ou menos aglomerados; adesdo a parede do frasco - as NPs
podem ter adsorvido nas paredes do frascos utilizados durante o periodo experimental;
eficiéncia no processo de digestdo das amostras - na concentra¢do mais elevada (100 mg

L) a liberacdo de ions pode ndo ter ocorrido com eficiéncia maxima.
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Em nosso estudo, a concentragdo de ions livres ficou abaixo do limite de detecgao
do Espectrometro de Absor¢do Atdmica (AAS). Muitos metabolitos organicos excretados
por espécies fitoplanctonicas podem atuar como agentes quelantes, e assim diminuir a
concentracdo de metais livres no meio (Lombardi e Maldonado, 2011). Esses fatores
também podem ter contribuido para o baixo efeito toxico apresentado pelas NPs deste
estudo.

O Potencial Zeta () também pode ser um indicativo da baixa toxicidade das NPs
desse estudo. O { mede o potencial eletrostatico na dupla camada elétrica em torno de
uma NP em solucdo e, portanto, determina a carga da superficie da particula. O { é um
indicador da estabilidade em sistemas coloidais, valores de { £25 mV predizem alto grau
de estabilidade e auséncia de aglomeragdo (Bogdan et al., 2011). Nanoparticulas
consideradas aproximadamente neutras apresentam ( entre -10 e +10 mV. Ja as NPs com
{ superior a +30 mV sdo fortemente catidnicas e com ( inferior a -30 mV sdo fortemente
anidnicas. A maioria das membranas celulares possui carga negativa; assim NPs
catidnicas geralmente exibem maior toxicidade devido a maior interagdo com as células
(permeabilidade) (Clogston e Patri, 2011). No presente estudo, os dados { mostraram que
essas NPs tornaram-se fortemente anionicas ao longo do periodo experimental, portanto
apresentaram menor biocompatibilidade com a membrana, justificando a menor
toxicidade.

A composi¢do bioquimica de microalgas pode sofrer alteracdes em funcdo da
disponibilidade de nutrientes, sendo comum a reserva de carboidratos e lipideos em
condi¢des menos favoraveis e o aumento do contetdo proteico em condi¢des saudaveis
(Chia et al., 2013; Rocha, et al., 2015). Estudos indicam que o decréscimo da razdo
proteina/carboidrato sugere estresse em fun¢do de deficiéncia nutricional. Essa razao ¢

util como indicador do estado fisiologico das microalgas (Ganf et al., 1986; Kilham et al.,
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1997; Rocha et al., 2015). Assim, pode-se inferir por meio dessa relacdo que as células
expostas as NPs de Fe3;O4 encontravam-se saudaveis na maior concentra¢do utilizada no
ensaio, pois essa razao P/C foi igual ao grupo controle. E ainda, as células expostas as
NPs CoFe>04(10 e 20 mg L) e Cu-FexO4 (10 mg L!) estavam em bom estado fisiologico
(Tab. 4). Esses resultados podem indicar que as células expostas as NPs permaneceram
saudaveis por 96 horas de exposicao e, concomitantemente, também evidenciam que a
absor¢ao de nutrientes pelas células algais ndo foi afetada pelas NPs.

Estudos recentes destacam o potencial da utilizacdo de microalgas para produgao
de biocombustiveis (Mubarak et al., 2015; Dermirdas ¢ Dermirdas, 2011; Williams e
Laurens, 2010). Segundo Zhang et al. (2013) o custo da produgdo de biodiesel ¢ afetado
diretamente pelo teor lipidico das microalgas. No presente estudo a presenga de NPs
induziu o aumento na concentracgdo de lipideos totais nas células das algas submetidas a
NP Fe3;0s4 (5,0 mg L), NP Cu-Fe,04 (50,0 mg L) e NP CoFe04 (2,0 € 20,0 mg L)
(Tab. 4). Padrova et al. (2014) também observaram o aumento do conteudo total de
lipideos em seis espécies algais, incluindo R. subcapitata, na presenca de 5,1 mg L' de
NP nZVI (NP de ferro com valéncia zero). O acimulo de lipideos em estudos com algas
marinhas também foi observado por Kadar et al. (2012) na presenga de NPs Fe3Oa.

Além do incremento lipidico nas células algais a baixa toxicidade das NPs Fe3O4
obtidas neste estudo também favorece o uso dessas NPs magnéticas no melhoramento de
técnicas de recuperacdo de biomassa algal a partir do meio de cultura (colheita das algas)
na fase de producdo do biodiesel. Essa fase ¢ responsavel por 20 a 30% dos custos de
produgdo do biodiesel (Grima et al., 2003; Mata et al., 2010). Tendo em vista, que a
diminui¢do dos custos da produgdo de biocombustiveis ¢ de suma importancia para o

aumento de sua aplicacdo, o uso de substancias que nao causam efeitos toxicos na alga e,
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consequentemente, nao afetam sua produtividade ¢ essencial para desenvolvimento desse
setor.

Limetal. (2012) e Lee et al. (2013) destacam o uso de NPs magnéticas na colheita
das algas, onde as microalgas sdo associadas a NPs magnéticas revestidas por substancias
cationicas através de interacdes eletrostaticas, e a separacdo do meio de cultura ocorre a
partir da aplicacdo de um campo magnético externo. Hu et al. (2013) avaliaram que a
eficiéncia da colheita em Nannochloropsis maritima na presenca de NP Fe3O4 foi de 95%.
Lee et al. (2013) observaram que a eficiéncia da colheita de Chlorella sp na presenga de
NP Fe;04 revestidas com quitosana foi de 99%. Esses estudos destacam a alta eficiéncia
da utilizagcdo de NPs magnéticas para recuperagdo de biomassa algal sem prejuizos sobre
o crescimento, fato este que também foi observado em nosso estudo. Além disso, Hu et
al. (2013) e Lee et al. (2013) destacam a possibilidade de reutilizacdo do meio de cultura
apos a separacao magnética.

Nas microalgas, a composi¢ao das classes lipidicas pode variar de acordo com as
fases de crescimento, nutrientes, temperatura, pH, fotoperiodo e intensidade luminosa
(Dunstan et al, 1998). Os esterois (ST) e fosfolipideos (PL) constituem componentes
estruturais essenciais para as membranas celulares, e os triacilglicerois (TAG) sdo
essenciais no armazenamento de energia. Os esterdis e os triacilglicerois estdo agrupados
como lipideos neutros, ja os fosfolipideos como lipideos polares. No entanto, os PL e
TAG possuem em comum um esqueleto de glicerol e diacilglicerdis como precursores
(Parrish, 1999). A reposta de células algais a limitagdes de nutrientes também pode
aumentar a sintese de lipideos neutros, principalmente de TAG (Chia et al., 2013a; Chia
et al., 2013b; Lombardi e Wangersky, 1991).

No presente estudo os lipideos neutros da classe ST aumentaram na maior

concentragdo de NP Cu-Fe>O4 (Fig 12c). Nessa situagdo, também foi observado o
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aumento de PL, mostrando que para NP Cu-Fe;O4 as células algais investiram em
componentes estruturais (PL e ST), mesmo com a diminui¢do da taxa de crescimento.
Para as outras NPs houve diminui¢do de ST e manuten¢do de PL na maioria das
concentragdes (Figura 11 e 13). Segundo Parrish (2000), o PL pode ser utilizado para
indicar material biosintetizado. Nossos dados indicam que essa classe € responsavel pela
maior parte do conteudo lipidico em R. subcapitata. Geng et al (2016) avaliaram o
conteudo de ST nas algas marinhas Chaetoceros calcitrans, Isochrusis galbana,
Diacronema viridis e Nannochloropsis oculata entre 3,95 e 6,38% do total lipidico. Em
nossos estudos, a quantidade de ST foi de 18 a 35% do total de lipideo nas algas expostas
a maiores concentragdes de NPs Cu-FexOas.

Para outra classe de lipideos neutros, TAG, houve aumento apenas em células
algais submetidas a 5 mg L' de NP FesO4e em 20,0 mg L' de NP CoFe; O4 (Figura 13b).
As células comegam a armazenar TAG em condi¢des ndo favordveis, caso ndo haja
exigéncias para as sinteses de novos compostos de membrana (Gushina e Harwood,
2006), como o PL e ST. O PL aumentou junto com o TAG (20,0 mg L' de NP Fe2Co04),
resultado que também foi encontrado, por Alonso et al. (2000), com a microalga
Phaeodactylum tricornutum submetidas a limitagao de nitrogénio.

Além de ST e TAG, as classes HC e ALC podem ser classificadas como lipideos
neutros. Chia et al. (2013 a) mostraram que sob efeitos de cddmio e limitacdo de
nitrogénio as classes HC, ALC e ST presentes na alga Chlorella vulgaris constituiram
menos de 5% da concentracdo total de lipideos. Esses resultados sdo distintos dos
encontrados neste estudo para as células submetidas aos trés tipos de nanoparticulas
(somente HC representa cerca de 5% do total lipidios no controle e em alguns tratamentos
é superior a 7%, com 9,64% em algas submetidas a 100,0 mg L' de NP Fe;04) (Fig 11a).

Rocha et al. (2015) sugeriram que para a alga Scenesdesmus quadricauda, sob limitacao
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de fosfato, a quantidade elevada de HC (cerca de 26% do total de lipideos) faz parte de
seu metabolismo saudavel, o que também pode ser atribuido a espécie de microalga
utilizada neste estudo.

As classes lipidicas sdo muitas vezes indicadores do estado fisioldgico ou reservas
das algas (Emdadi e Berland, 1989). Esses autores encontraram concentracdo de HC de
48% (Pavlova lutheri) e 78% (Nannochloropsis salina) em culturas na fase lag (fase
latente, sem divisdo celular) e evidenciaram, que nesse fase, a alta concentracdo de HC
pode ser resultado de organismos em ambiente favoravel, com alta oferta de sais,
nutrientes e luminosidade. Na fase exponencial, as exigéncias energéticas sdo elevadas e
ha uma redugdo de lipideos totais. Durante a fase estaciondria na qual a divisdo celular
diminui de acordo com a quantidade de nutrientes e sais disponiveis, o metabolismo passa
a acumular e sintetizar triglicérides. Assim, mesmo com a diminuicdo da taxa de
crescimento em 96 horas (inicio da fase estacionaria, Figura 2) a presenca de NPs parecem
ter favorecido a sintese de HC.

O FFA (4cidos graxos livres) estdo presentes geralmente em pequenas quantidades
nas células, sendo rapidamente incorporados ao TAG e PL (Pernet e Tremblay, 2003) No
entanto, o aumento no nivel de FFA presentes nas células submetidas as NPs Fe3O4 pode
estar correlacionado a degradacdo lipidica de PL e TAG somente em 50,0 mg L,
tratamento em que houve aumento de FFA e diminui¢do de PL (Figura 11c).

O aumento de ALC também estd associado a hidrélise ou degradagao de classes
lipidicas e, assim como FFA, pode ser correlacionado ao PL, o qual ¢ um componente
essencial para as membranas celulares (Parrish, 1995 e 2000). Em nossos resultados, PL
aumentou ou manteve-se igual ao controle quando observado o aumento de ALC (exceto

em 20,0 mg L' de NP Cu-FexOs), sugerindo que as células algais permaneceram
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saudaveis na maior parte dos tratamentos com as NPs, sendo PL a classe que mais
contribuiu para o contetudo total de lipideos.

Os pigmentos das microalgas geralmente sdo compostos por uma propor¢ao de
AMPL (lipideos polares livres em acetona) (Chia et al., 2013a; Lombardi e Wangersky,
1991). No presente estudo, a quantidade de AMPL pode ser correlacionada com o
contetdo de clorofila a. Esses dois parametros foram iguais aos controles em todas as
NPs (exceto em 100 mg L' de NP Fe304) e, portanto, evidenciam a correlagdo clorofila
a e AMPL.

As cetonas (KET) sdo geralmente utilizadas como padrdo interno em anélises
lipidicas, pois raramente sdo observadas em amostras planctonicas (Parrish, 2000). No
presente estudo KET nao foi utilizada como padrdo interno, porém nos cromatogramas
das amostras foram identificados picos correspondentes a KET em R. subcapitata.
Dunstan et al (1998) identificaram KET (25,6% do total lipidico) em Isochrysis sp., alga
marinha da classe Prymnesiophyta. Em O’Neil et al (2014) metil e etil cetonas
(alquenonas) fazem parte de grupo Unico de lipideos sintetizados apenas por Haptophyta
(Prymnesiophyta), sendo caracterizadas como bioindicadores algais para estudos de
paleotemperatura e de ecossistemas marinhos modernos (Li et al., 2014). Dessa forma, a
identificacdo de KET na Chlorophyta R. subcapitata € pouco provavel. Os picos de KET
identificados nas amostras podem ser da classe metil éster (ME), uma vez que o valor de
reten¢do de KET e ME sdo proximos (Lombardi e Wangersky, 1995) e essa classe pode
ocorrer em Chlorophyceae (Haik, 2011). Em nossas amostras a classe ME ndo pdde ser
quantificada, pois o padrdo composto das classes lipidicas utilizado nas curvas de
calibracdo ndo contém ME e, assim, a quantidade dessa classe em pg cel! ndo foi

determinada.
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Tendo-se em vista a produgdo e comercializacdo crescentes de NPs magnéticas
em fun¢ao de uma infinidade de aplicagdes em diversas areas, a entrada desses compostos
em ambientes aquaticos com consequente exposicdo da biota, ¢ inevitavel (Xu et al.,
2012) e deve ser avaliada. A baixa toxicidade das NPs do presente estudo pode favorecer
o crescimento de aplicacdes dessas particulas em processos de remediagdo ambiental e
producdo de biodiesel.

Sabe-se que as NPs de magnetita ja sdo utilizadas em nanoremediacdo e seu
potencial tem sido explorado em pesquisas que incluem a diminui¢do de cromo na 4gua
(Jabeen etal., 2011; Hao et al., 2010), remocao de pesticidas organofosforados (Daumann
et al., 2014), remocao de cobre de rios poluidos (Hu et al., 2005), entre outros. Porém os
dados ecologicos sobre a toxicidade dessas NPs e os riscos apds sua utilizagdo ainda sdo
escassos (Jang et al., 2014; Peeters et al., 2016). Diante disso, nosso estudo contribui
justificar a aplicabilidade dessas particulas, sobretudo a magnetita, em remediagdo
ambiental. Além disso, o uso dessas NPs em fun¢do da baixa toxicidade apresentada deve
ser encorajado, visto que contribuem para o advento de tecnologias mais eficientes para
producdo de biocombustiveis, como a técnica de colheitas de células algais por

magnetismo e o aumento da producdo lipidica, observada nesse estudo.
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6. Conclusoes

Nanoparticulas magnéticas de magnetita (FesO4) e nanoparticulas magnéticas
bimetalicas (Cu-Fe;O4 e CoFe2O4) apresentaram poucos efeitos toxicos na concentracio
de clorofila a e na taxa de crescimento da microalga R. subcapitata. Portanto, a utilizagdo
dessas nanoparticulas magnéticas em processos de remediacdo ambiental pode ser
considerada segura para essa espécie de microalga.

A presenga das nanoparticulas em concentragdes elevadas interferiu no conteudo
de proteinas, carboidratos, lipideos e classe lipidicas nas células algais, mas ndo
ocasionou prejuizos graves a fisiologia das microalgas. A quantidade de proteina e
carboidratos presentes nas células indicou boa condicdo fisiologica das microalgas
mesmo em concentracdes elevadas das nanoparticulas estudadas. O acimulo de lipideos
totais e algumas classes lipidicas, observado nas microalgas na presenca de
nanoparticulas magnéticas em condic¢des de baixa toxicidade, pode ser um bom indicativo
do potencial desses organismos para utilizagdo na producdo de biocombustiveis.

Apesar dos efeitos toxicos sobre as taxas de crescimento, clorofila a e composicao
bioquimica serem baixos, as nanoparticulas bimetalicas em fun¢do dos ions cobre e
cobalto, causaram maiores alteragdes em R. subcapitata em comparacdo as

nanoparticulas de magnetita.
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CAPITULO 2. FLUORESCENCIA DA CLOROFILA 4 E ESTRESSE OXIDATIVO
NA  MICROALGA  Raphidocelis  subcapitata  NA  PRESENCA  DE

NANOPARTICULAS MAGNETICAS
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RESUMO

O uso de nanoparticulas (NPs) magnéticas no cendrio atual € crescente em fungao
da ampla aplicabilidade desses materiais em diversas areas que abrange desde terapias
potenciais contra o cancer até a remediacdo de ambientes aquaticos pela remocdo de
metais da dgua. No entanto, dados ecotoxicoldgicos sobre esses nanomateriais ndo sao
concomitantes a sua utilizagdo. Endpoints sensiveis, como parametros de fluorescéncia
da clorofila e inducdo de estresse oxidativo pela producdo de Espécies Reativas ao
Oxigénio (do inglés Reactive Oxygen Species - ROS) sdo essenciais para a avaliagao de
potenciais poluentes, como metais e NPs. Assim, o presente trabalho teve como principal
objetivo avaliar se o aparato fotossintético da microalga Raphidocelis subcapitata foi
afetado pela exposi¢do as NPs Fe;O4 (magnetita); NPs Cu-Fe2O4 (hematita com cobre
adsorvido) e NPs CoFe>Oy4 (ferrita de cobalto) através de dados de rendimento quantico
maximo (¢m) e efetivo (¢m’), dissipagdo fotoquimica (Qp) e ndo-fotoquimica (Qn e
NPQ) e complexo de evolugdo do oxigénio (OEC). Nossos resultados evidenciam que
para as células submetidas a 100,0 mg L' NPs Fe304 o valor de OEC aumentou 185,3%
em 48 horas. Assim como Qn que apos 48 horas de exposicdo diminuiu
significativamente e atingiu valores negativos para as NPs Fe304. O ¢m e o OEC foram
sensiveis a exposicdo as NPs Cu-Fe>O4, dm diminuiu 19,3% e OEC aumentou 51,0%
para a concentragdo de 50,0 mg L' apds 96 horas de exposi¢do. O ¢m’ foi um pardmetro
sensivel as NPs Cu-Fe>O4 (diminuiu 14,6% em 50,0 mg L™!) e NPs CoFe>O4 (diminuiu
29,3% em 100,0 mg L'). O NPQ diminuiu de 32,4 a 81,0% nos tratamentos de 20,0 a
100,0 mg L' de NP CoFe;Os e para as NPs Cu-Fe;O4 diminuiu 44,0% em 50,0 mg L. A
produg¢do de ROS aumentou 30,4% apds 96 horas de exposicdo as NPs Fe3O4 na

concentragdo de 50 mg L!. Para as NPs Cu-Fe>Os a producio de ROS foi 157,6 e 142,3%
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maior nos tratamentos com 50,0 e 100,0 mg L', respectivamente em 0 hora. Para as NPs
CoFe;04, a produgio de ROS aumentou para 50,0 e 100,0 mg L™ em 93,6 e 50,7%,
respectivamente, apos 96 horas. Assim, o estresse oxidativo induzido por ROS mostrou
ser um biomarcador sensivel, principalmente para as NPs Cu-Fe;Os. Portanto, nossos
resultados evidenciam que as células algais de R. subcapitata sofreram alteragdes
fisiologicas significantes na presenga de nanoparticulas magnéticas, sendo afetadas

principalmente pelas NPs Cu-Fe2Oy4.

Palavras-chave: estresse oxidativo; ferrita de cobalto; hematita com cobre adsorvido;

magnetita; microalgas; rendimento quantico efetivo; rendimento quantico maximo.
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ABSTRACT

The use of magnetic nanoparticles (NPs) in the current scenario is ascending due to the
broad applicability of these materials in several areas, ranging from potential cancer
therapies until the remediation of aquatic environments by removing water metals.
However, ecotoxicological data on these nanomaterials are not concomitant with their use.
sensitive Endpoints as parameters of chlorophyll fluorescence and induction of oxidative
stress by the production of reactive oxygen species (ROS) are essential for the evaluation
of potential pollutants, such as metals and NPs. Thus, this study aimed to evaluate whether
the photosynthetic apparatus of microalgae Raphidocelis subcapitata was affected by
exposure to FesOs NPs (magnetite); Cu-FeoOs4 NPs (hematite copper adsorbed) and
CoFexO4 NPs (cobalt ferrite) at maximum quantum yield data (¢m) and effective quantum
yield (¢m'"), photochemical dissipation (Qp) and non-photochemical (Qn and NPQ) and
oxygen evolution complex (OEC). Our results show that the $m and OEC were sensitive
to exposure to Cu-FeoO4 NPs, ¢m decreased 19.3% and OEC increased 51.0% for the
concentration of 50.0 mg L™ after 96 hours of exposure. For the cells subjected to 100.0
mg L Fe;O04 NPs the value of OEC increased 185.3% in 48 hours. Just as Qn that after
48 hours of exposure decreased significantly and reached negative values for the Fe;O4
NPs. The ¢m' was a sensitive parameter to Cu-Fe2O4 NPS (decreased 14.6% in 50.0 mg
L!) and CoFe>O4 NPs (decreased 29.3% in 100.0 mg L!). The NPQ decreased from 32.4
to 81.0% in the treatments from 20.0 to 100.0 mg L' of CoFe;O4 NP and to Cu-Fe;Ox4
NPs decreased 44.0% in 50.0 mg L. The ROS production increased by 30.4% after 96
hours of exposure to Fe;O4 NPs at concentration of 50.0 mg L™!. For Cu-Fe»O4 NPs, ROS
production was 157.6 and 142.3% higher than in treatments with 50.0 and 100.0 mg L™,

respectively on 0 hour. For CoFe2Os NPs, ROS production increased in 50.0 and 100.0
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mg L in 93.6 and 50.7% respectively after 96 hours. Thus, oxidative stress induced by
ROS proved to be a sensitive biomarker, especially for the Cu-Fe204 NPs. Therefore,
our results show that the algal cells of R. subcapitata suffered significant physiological
changes in the presence of magnetic nanoparticles, being mainly affected by Cu-Fe;04

NPs.

Keywords: cobalt ferrite; effective quantum yield; hematite with adsorbed copper;

oxidative stress; magnetite; maximum quantum yield; microalgae.
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1. Introduciao

As nanoparticulas (NPs) magnéticas possuem inimeras aplicagdes em
biomedicina, biotecnologia, ciéncia de materiais, engenharia e areas ambientais. Suas
aplicagdes e toxicidade relacionam-se a natureza de seus constituintes como ferro,
cobalto, niquel, ao tamanho das particulas, composicdo do nlcleo e revestimentos.
(Akbarzadeh et al., 2012; Salabas).

As nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro (NP Fe3O4) e ferrita de cobalto (NPs
CoFex04) sdo as mais utilizadas na medicina e constituem uma ferramenta importante
para evolucao desse setor, sendo empregadas em tratamentos por hipertermia, entrega de
drogas, nanosensores, terapia génica, marcadores celulares, ressondncia magnética, entre
outros (Liu et al., 2012; Ahmad et al., 2015). Além disso, nanoparticulas magnéticas de
ferro revestidas com cobre podem ser utilizadas em tratamentos de dgua subterraneas e
de solos contaminados (Kim et al., 2014), em aditivos a base de Oleo para separar
superficies em atrito (Padgurkas et al., 2012) e na sintese de alcoois superiores (HAS) via
derivados de gés natural (Xiao et al., 2013). Diante das inumeras aplicagcdes das
nanoparticulas magnéticas e crescentes informagdes sobre suas propriedades, ainda ha
poucos dados sobre suas interagdes com o ambiente aquatico e seus componentes (Arouja
et al., 2009).

A fase clara da fotossintese ¢ caracterizada quando a absor¢do de fotons pelo
pigmentos, principalmente a clorofila, ocorre associada a dois fotossistemas (PSI— centro
de reacdo do fotossistema I e PSII - centro de reac¢do do fotossistema II). Os pigmentos
sdo incorporados na membrana interna dos tilacdides e absorvem a maior parte da energia
da radiagdo fotossinteticamente ativa, transferindo a energia de excitagdo para os centros

de reagdo dos fotossistemas. Elétrons derivados da separacdo da dgua com simultanea
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producdo de oxigénio sdo transferidos ao longo da cadeia de transporte de elétrons na
membrana dos tilacoides, sendo que nesse processo sao produzidos ATP e NADPH. Estes
sdo utilizados no ciclo de reduc¢ao do carbono (Ciclo de Calvin), que pode ocorrer na
auséncia de luz (“reacdes de escuro” da fotossintese). No entanto, algumas enzimas
envolvidas nessas “reagdes de escuro” necessitam de luz para a sua ativagdo (Lambers et
al., 2008)

A fluorescéncia da clorofila a ¢ um método rapido e ndo agressivo para mensurar
o desempenho fotossintético de plantas e algas. Atualmente, o uso dessas medigdes em
estudos toxicoldgicos e ecofisiologicos para avaliar o efeito de estressores (poluentes) e
mudangas ambientais ¢ bem difundido (Baker, 2008; kumar et al., 2014). A medicdo da
fluorescéncia através de fluorimetria de amplitude de pulso modulada (PAM) ¢é um
método bem estabelecido e caracteriza o estado do aparato fotossintético, bem como a
eficiéncia dos processos fotoquimicos no fotossistema II (PSII) (Giardia et al., 2001;
Lombardi e Maldonado, 2011), fornecendo assim informagdes em diversos niveis do
complexo fotossintético, iniciando com a absor¢do de luz, transferéncia e conversdo de
energia e terminando com a exportacdo de assimilados do cloroplasto (Schreiber,1998).

A clorofila estd associada a complexos de proteina-pigmento no PSII
(fotossistema II), PSI (fotossistema I) e nos complexos de coleta de luz (do inglés light-
harvesting complexes LHCs). Em temperatura ambiente, assume-se que as variagdes na
fluorescéncia surgem apenas a partir do PSII, pois abaixo de 700 nm o sinal da
florescéncia no PSI ndo ¢ significativo (Baker, 2008). A energia luminosa absorvida pela
clorofila pode ser direcionada aos processos fotossintéticos (fotoquimica), ser reemitida
na forma de calor ou ser novamente emitida como luz (fluorescéncia). Esses processos
concorrem entre si ¢ ndo existem de forma isolada. (Baker, 2008; Murchie ¢ Lawson,

2013).
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As espécies reativas ao oxigénio (do inglés Reactive Oxygem Species - ROS) sdo
produtos do metabolismo do oxigénio relacionados a sinalizagdo celular e homeostase
(Ahmad et al., 2015). E incluem, por exemplo, radicais superdxido (*O;), radicais
hidroxila (*OH), peroxido de hidrogénio (H>O:) e oxigénio atdmico, sendo produtos do
metabolismo oxidativo em condigdes normais, mas que situacdes de estresse, como
toxicidade por metal ou NPs metélicas, podem elevar a produ¢dao de ROS. (Dao e
Beardall, 2016).

A tolerancia das algas a metais depende fortemente dos mecanismos de defesa que
impedem o estresse oxidativo. Os metais estdo envolvidos em diferentes mecanismos de
geracdo de ROS, tais como ciclo de Haber-Weiss e mecanismo de reacdo de Fenton.
Metais de transi¢io como Fe*" e Cu?" participam do ciclo de Haber-Weiss que consiste
na producdo de *OH a partir de H>O> e Oy". Ja metais como Cr (VI) podem gerar *OH a
partir de H2O2 pelo mecanismo de reagdo de Fenton. Nanoparticulas de ferro com valéncia
zero produzem *OH a partir de H20: por reagdo tipo Fenton (Chen et al., 2012), mesmo
mecanismo apresentado pelas NPs Fe3O4 (Xiaoxiao, 2012; Pinto et al., 2013).

Os parametros de fluorescéncia da clorofila a e o estresse oxidativo através da
formagao de ROS avaliados no presente estudo sdo métodos rapidos e podem mostrar-se
mais sensiveis quando comparados aos que sdo tradicionalmente utilizados em estudos

ecotoxicologicos em células algais, tais como avaliacdo da taxa de cresimento.
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2. Objetivos

O presente estudo teve como objetivos principais:

Avaliar a toxicidade de NPs de magnetita (Fe3O4), NPs de hematita com
ions cobre adsorvidos (Cu-Fe2O4) e NPs de ferrita de cobalto (CoFe»04)
para a microalga R. subcapitata através dos parametros de fluorescéncia

da clorofila a.

Avaliar se as NPs de magnetita (Fe3O4), NPs de hematita com ions cobre
adsorvidos (Cu-Fe2O4) e NPs de ferrita de cobalto (CoFe2O4) podem
induzir o estresse oxidativo nas células algais através da formacao de

Espécies Reativas ao Oxigénio (ROS).
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3. Material e métodos

3.1 Exposi¢do da microalga Raphidocelis subcapitata as nanoparticulas

magnéticas

A microalga Raphidocelis subcapitata (Chlorophyceae) foi obtida no Laboratdrio
de Biotecnologia de Algas (Departamento de Botanica, Universidade Federal de Sdo
Carlos, Sao Carlos, SP). Os cultivos estoque foram preparados em meio LC Oligo
(AFNOR, 1980) com o uso de agua ultra-pura (Barnstead Easypure Rodi, USA) e pH
ajustado para 7,0. Os meios de cultivo foram esterilizados em autoclave por 20 min a
121°C, em Erlenmeyers de policarbonato de 500 mL de capacidade contendo 250 mL de
meio LC Oligo. Apés 24 horas, 0 meio foi inoculado com 5x10* cel mL™! de Raphidocelis
subcapitata em fase exponencial de crescimento em cabine de fluxo laminar (Pachane,
Brasil). Os cultivos estoque foram submetidos a agitacdo manual periodica, intensidade
luminosa de 130 pmol m™? s, fotoperiodo de 12:12 h (luz:escuro), temperatura de
24+1°CepH 7,0.

Microalgas em fase exponencial de crescimento foram expostas durante 96 horas
as seguintes concentragdes nominais de nanoparticulas de magnetita (NP Fe3O4): 0
(controle); 1,0; 5,0; 10,0; 20,0; 50,0 e 100,0 mg L' (0; 4,32x10°%; 2,16x107;4,32x10°%;
8,60x107; 2,16x10™* e 4,32x10* mol L', respectivamente). Para as NPs Cu-Fe;Os - as
concentragdes utilizadas foram: 0 (controle); 0,1; 1,0; 5,0; 10,0; 20,0; 50,0 ¢ 100,0 mg
L' (0; 4,18x107; 4,18x10°%; 2,09x107%; 4,18x107; 8,36x107%; 2,09x10* ¢ mol L,
respectivamente). J4 para as NPs CoFe;Os4 - as concentragdes utilizadas foram 0
(controle); 0,65; 2,0; 5,0; 10,0; 20,0; 50,0; 100,0 mg L™ (0; 2,77x10°®; 8,52x10°; 2,13x10

5:4,26x107; 8,52x10; 2,13x10*e 1,0x10* respectivamente). Tais concentracdes foram
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estabelecidas a partir de ensaios preliminares que avaliaram a inibi¢cdo do crescimento
celular a partir de concentragdes crescentes das nanoparticulas.

Os ensaios toxicologicos foram feitos com quatro réplicas € um branco (meio de
cultivo adicionado das nanoparticulas na auséncia de algas) para cada concentracdo por
um periodo de 96 horas. O controle consistiu em meio de cultivo sem adi¢do de NPs.

Solugdes estoque das NP Fe3Os e NP Cu-F204 foram dispersas em sonicador de
banho por 15 min a 40 KHz para o preparo das solucdes de exposicao. Estas também
foram sonicadas por 15 min antes de serem adicionadas ao meio de cultivo. A solugdo
estoque da NP CoFe>O4 foi dispersa através de sonicador de ponta UNIQUE (Unique
Group, Indaiatuba, Brasil) por 20 min fixado em poténcia de 20%, pois a mesma nao foi
fornecida em meio aquoso. Todas as solucdes de trabalho foram preparadas em agua

ultra-pura autoclavada (121°C por 20 min).

3.2 Determinacdo da densidade celular

A cada 24 horas, aliquotas de 1,8 mL foram retiradas para a determinacdo da
densidade celular através do citdometro de fluxo. As aliquotas das culturas algais foram
fixadas em solucdo de formol 10% (concentragdo final de 1%) por 10 min no escuro,
congeladas em nitrogénio liquido e, armazenadas a -20°C para posterior analise em um
citometro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA) equipado com
laser de ion-argdnio azul de 15 mW com excita¢do no comprimento de onda de 488 nm.
Antes da leitura, foram adicionados a amostra 10 pL. de padrdo interno constituido de
esferas fluorescentes de 6 um de didmetro (Fluoresbrite carboxylate microspheres;
Polysciences, Warrington, Pensilvania, EUA). As amostras foram lidas em alta

velocidade (aproximadamente 60 uL min™') com a contagem de cerca de 10.000 eventos
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(nimero de células algais). Através do parametro SSC-H 90° (dispersdo lateral, com
intensidade de luz de 488 nm dispersa em angulos retos) versus a intensidade de
fluorescéncia detectada no canal FL3-H (fluorescéncia vermelha, que detecta a clorofila)
foi possivel contar as células da microalga R. subcapitata (seguindo o mesmo
procedimento descrito por Sarmento et al., 2008). Para a aquisi¢do de dados foi utilizado
o software CellQuest Pro BD. Para tratamento dos dados foi utilizado o software FlowJo
V10.0 (Treestar.com, EUA).

Os valores de IC50 (concentragdo inibitoria média - inibicdo de 50% do
crescimento das células algais em 96 horas de exposi¢ao foram determinados através do
programa computacional ICp (Linear Interpolation Method for Sublethal Toxicity:The

Inhibition Concentration versao 2.0, ano 1993).

3.3 Biomassa (clorofila a)

Para a determinagdo da concentragdo de clorofila a, andlises da intensidade de
fluorescéncia de R. subcapitata foram realizadas através de Fluorimetria com
comprimento de onda de excitacdo de 440 nm (Fluorimetro Turner Designs-Trilogy,
EUA). Para isso, foram coletados 3 mL de cada amostra das microalgas expostas as NPs
em 0, 24, 48, 72 e 96 horas. O controle apresentava apenas meio LC Oligo. Para os
tratamentos, o branco consistiu em meio LC Oligo e NPs nas concentragdes
correspondentes de exposi¢do. Anteriormente as leituras, as amostras foram mantidas no
escuro por 20 min.

As intensidades da fluorescéncia obtidas por fluorimetria foram utilizadas para o
calculo final da concentracdo de clorofila a (in vivo) da alga R. subcapitata. Para isso

utilizou-se uma curva de calibrag¢do que relaciona a intensidade da fluorescéncia in vivo
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(variavel dependente) e a concentragdo de clorofila a extraida com dimetilsulfoxido
(variavel independente) para uma espécie de microalga de referéncia (Chlorella

sorokiniana).

3.4 Eficiéncia fotossintética de Raphidocelis subcapitata na presenca de

nanoparticulas magnéticas

As medig¢des da indugdo da fluorescéncia da clorofila foram realizadas por meio
do fluoréometro de amplitude modulada (Pulse Amplitude Modulation — PAM). Para tal
foi utilizado o aparelho Phyto-PAM® Fluorometer Analyser (Walz, Alemanha) com
unidade optica ED-101US/MP.

Para as determina¢des do Rendimento Quantico Maximo (¢m) a cada 24 horas
foram coletados 3 mL de cultura algal por um periodo de 96 horas. As determinagdes do
Rendimento Quantico Efetivo (¢’m) e dos demais parametros no estado de luz adaptado
(Tabela 1) foram realizadas em 48 e 96 horas.

Anteriormente as medicoes, as células algais foram adaptadas ao escuro por 20
minutos, para induzir um estado de equilibrio no transporte de elétrons na fotossintese. A
fluorescéncia inicial de células adaptadas ao escuro (F,) foi mensurada com luz modulada
de baixa intensidade (2 mol m? s™!) para evitar a redugdo no fotossistema II (PSII) do
aceptor de elétron (Qa); o nivel de Fo representa o rendimento da fluorescéncia quando
todos os centros de reagdao do PSII estdo abertos. A fluorescéncia maxima de células
adaptadas ao escuro (Fn) foi estabelecida apos a aplicagdo de um curto pulso de luz
saturante (2000 umol fotons m2 s!, 700 ms). Através dos valores de Fo e Fm pode-se

calcular a fluorescéncia varidvel (Fv), o Rendimento Quantico Maximo (¢m) do
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fotossistema II (PSII) e a Eficiéncia do Complexo de Evolugdo do Oxigénio (OEC)
(Tabela 1) (Juneau et al., 2002; Lombardi e Maldonado, 2011)

Em seguida, cada amostra foi submetida a luz actinica continua com mesma
intensidade de irradiancia utilizada nos experimentos. Apds o nivel de fluorescéncia no
estado estavel de transporte de elétrons (Fs) ser alcangado, foram aplicados pulsos
saturantes a cada 20 segundos para a determinagdo dos parametros de fluorescéncia
maxima no estado adaptado a luz (Fm”). Depois que a luz actinica foi desligada ¢ aplicada
uma luz vermelha-distante para garantir uma oxidagdo rapida e completa de QA. Sob
essas condi¢des, foi obtido o valor da fluorescéncia minima adaptada a luz (Fo’), que
representa a fluorescéncia quando todos os centros de rea¢do no PSII estdo abertos. Os
parametros de fluorescéncia do estado adaptado a luz foram calculados de acordo com as
equagdes presentes na tabela 1, sendo caracterizados como Rendimento Quantico Efetivo
do PSII (¢m’), Dissipagdo fotoquimica (Qp), Dissipacdo ndo-fotoquimica (Qn) e
Dissipacdo nao-fotoquimica relacionada principalmente a dissipacdo de calor (NPQ).
Para todas as amostras os parametros de fluorescéncia foram corrigidos com o branco
(meio LC Oligo com NP na concentracdo correspondente a amostra analisada). (Juneau

et al., 2002; Lombardi ¢ Maldonado, 2011).
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Tabela 1. Parametros da fluorescéncia da clorofila

Parametros Defini¢iio Equacdes Relevincia fisiolégica Referéncia

Fo, Fo’ Fluorescéncia inicial (minima) no Fo/ (Fv/Fm + Nivel de fluorescéncia quando Qa ¢ oxidada ao | Juneau et. (2002);
estado adaptado ao escuro - € no Fo/Fm’) maximo (centros PSII abertos) Oxborough (1997)
estado adaptado a luz,
respectivamente.

Fm, Fm’ Fluorescéncia maxima no estado - Nivel de fluorescéncia quando Qa ¢é reduzido ao | Juneau et. (2002); Baker
adaptado ao escuro - e no estado maximo (centros PSII fechados) (2008)
adaptado a luz, respectivamente.

Fv Fluorescéncia variavel no estado Fm-Fo Demonstra a habilidade fotoquimica do PSII (Qa | Oxborough (1997)
adaptado a luz reduzido)

Fs Estado estavel de fluorescéncia da - - Oxborough (1997)
clorofila

¢m Rendimento quéantico maximo do (Fm-Fo) / Fm = Eficiéncia maxima na qual a luz absorvida pelo PSII | Kitajima e Buller (1975)
PSII - células adaptadas ao escuro Fv/Fm ¢ utilizada para redug@o do Qa.

¢m’ Rendimento quantico efetivo ou (Fm’-Fs) / Fm’ Estima a eficiéncia com qual a luz absorvida pelo PSII | Genty et al. (1989);
operacional do PSII — células ¢ usada para a redugdo do Qa. Esse pardmetro fornece | Baker, (2008)
adaptadas a luz uma estimativa do rendimento quantico de fluxo

linear de elétrons no PSIL
Qp Dissipagédo fotoquimica (Fm’-Fs)/ (Fm’- | Medida de dissipagdo da luz via transporte de elétrons | Juneau e Popovic (1999)
Fo’)

Qn Dissipagdo nao—fotoquimica 1-[(Fm’-Fo”) / Medida de dissipagdo da energia luminosa através de | Schreeiber (1986);
(fluorescéncia de reflexdo) (Fm-Fo)] processos nao-fotoquimicos Juneau e Popovic (1999)

NPQ Dissipag¢ao nao-fotoquimica (Fm-Fm’”) / Fm’ Estima o quenching ndo-fotoquimico de Fm para | Lombardi ¢ Maldonado
(Dissipagao de calor) Fm’. Monitora a taxa aparente para perda de calor do | (2011)

PSIL

OEC Eficiéncia do complexo de Fo/(Fm - Fo) = - Kriedemann et al. (1985)

evolugao do oxigénio Fo/Fv
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3.5 Estresse oxidativo induzido pela produgdo de Espécies Reativas ao Oxigénio

(ROS)

O nivel intracelular de Espécies Reativas ao Oxigénio (ROS) foi avaliado por
citometria de fluxo utilizando o corante 2°,7’ - diacetato de dicloroflurosceina (DCFH-
DA) (2044-85-1, Sigma-Aldrich®). O DCFH-DA ¢ um composto ndo-fluorescente que ¢
rapidamente oxidado para um o composto 2’7’ - diclorofluoresceina (DCFH) altamente
fluorescente na presenca intracelular de espécies reativas ao oxigénio (Dao e Beardall,
2016). A formagao de ROS nas células ¢ induzida especificamente por produtos de
oxidagao metabolica, como o H>O> (Hong et al., 2009). A intensidade da fluorescéncia
emitida pelo DCF foi medida no comprimento de onda de emissao de 530 nm e excitagao
de 488 nm (Hong et al. 2009).

Uma solucio estoque na concentragio de 1x10* uM de DCFH-DA foi preparada
no escuro e dissolvida em dimetilsufoxido (DMSO) conforme as especificagdes do
fabricante. As solugdes de trabalho foram preparadas em agua ultra-pura autoclavada
(120°C por 20 min) com concentragao de 10 uM de DCFH-DA. Aliquotas de células
algais (500 puL) foram incubadas por 60 min no escuro com DCFH-DA na concentragao
final de 10 uM em temperatura ambiente. O nivel de ROS foi determinado apos a
exposicao a NP Fe3O4, NP Cu-Fe2O4 € NP CoFexO4 durante 0, 24, 48, 72 e 96 horas.

As medicoes de citometria de fluxo foram realizadas com o aparelho
FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA) utilizando-se como o pardmetro a
intensidade de fluorescéncia detectada no canal FL3-H (fluorescéncia vermelha, que
detecta a clorofila a) versus canal FL1-H (fluorescéncia verde, que detecta a fluorescéncia
do DCF) (Hong et al. 2009). Anteriormente a leitura por citometria, foram adicionados

as amostras 10 pL de padrao interno constituido de esferas (beads) fluorescentes de 6 um
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de didmetro (Fluoresbrite carboxylate microspheres; Polysciences, Warrington,
Pensilvania, EUA). Os dados foram coletados com o software CellQuest Pro BD e
tratados com o software FlowJo V10.0 (Treestar.com, EUA). (Figura 1).

Apds o tratamento dos dados foram calculadas as médias das medidas de
fluorescéncia detectadas no canal FL1-H das amostras algais com beads (Figura 1). Em

seguida, esses valores foram aplicados na seguinte equacao:

FLI (relativo) = log (FL1 algas)

log (FL1 beads)

Os valores de FL1 (relativo) para o controle e amostras foram utilizados para o

calculo do nivel de ROS relativo (%) (Hong et al., 2009), segundo a seguinte equacgao:

Nivel relativo de ROS (%) = FL1 rel. [tratamento) X 100

FL1 rel. [controle]
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Figura 1. Fluorescéncia do indicador de producdo de ROS - DCF (2°, 7’ — dicloroflurosceina) nas células
algais de Raphidocelis subcapitata detectada no canal FL1 (Fluorescéncia verde). A. controle em 96 horas.
B. células algais com 50 mg L! de NP Cu-Fe>O4 em 96 horas.
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3.6 Analises Estatisticas

Os resultados foram testados para normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade
da variancia (Teste de Levene). Em seguida, os dados foram submetidos a analise de
variancia one-way ANOVA e Teste de Tukey para comparagdo entre as médias do
controle em relacdo aos tratamentos, com nivel de significancia de 5% (p<0,05) em todas

as analises.
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4. Resultados

4.1 Densidade celular

A figura 2 (a-c) mostra a densidade celular da alga Raphidocelis subcapitata
durante 96 horas de exposicdo as NPs Fe304, NPs Cu-Fe;O4 € NPs CoFe;Os. Para as algas
expostas a NP Fe3Oq a densidade celular diminuiu 4,27% em 50,0 mg L', e 23,0% no
tratamento com 100,0 mg L' apds 96 horas. Nesse caso, ndo foi possivel o calculo da
ICs0-96n, pois ndo houve 50% de inibi¢do do crescimento celular em nenhum dos
tratamentos.

Para as algas expostas as NPs Cu-Fe;O4 a densidade celular em 96 horas para os
tratamentos com 20,0 e 50,0 mg L' diminuiu 22,0% e 52,7%, respectivamente. O valor
da ICso-96n foi igual a 46,8 mg L' (Figura 2 b)

Para as algas expostas as NPs CoFe;04 a densidade celular, para os tratamentos
com 50,0 e 100,0 mg L', diminuiu 44,5 e 76,8%, respectivamente. O valor de ICso-96n foi
igual 2 55,3 mg L! (Figura 2 c).

Comparando-se as NPs em relagdo a inibi¢ao média do crescimento algal foi na

seguinte ordem: NP Cu-FexO4 > NP CoFe;O4> NP Fe3Oq4.
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Figura 2. Densidade celular (cel mL") da microalga Raphidocelis subcapitata na presenca de
nanoparticulas magnéticas em relacdo ao tempo de exposi¢ao (horas). (a) NP Fe3O4. (b) NP Cu-Fe;04. (¢)
NP COF6204.

4.2 Biomassa (Clorofila a)

O conteudo de clorofila a (pg cel!) durante 96 horas de exposi¢io as NPs Fe;0q4
¢ apresentado na figura 3a. Em 48 horas houve um aumento de 31,60% no conteudo de

clorofila @ em 10,0 e 20,0 mg L™!. Em 50,0 mg L !0 aumento foi de 40,83%. Em 72 horas

114



o contetido de clorofila diminui 45,63% no tratamento com 100,0 mg L!. Em 96 horas a
quantidade de clorofila a diminuiu 21,91 e 42,40% em 1,0 e 100,0 mg L,
respectivamente. No entanto, nos demais tratamentos a quantidade de clorofila a foi igual
ao controle.

O contetido de clorofila a (pg cel™) durante 96 horas de exposi¢do as NPs Cu-
Fe»O4 ¢ aprsentado na figura 3b. Em 24 horas o conteudo de clorofila @ aumentou acima
de 45% em todos os tratamentos. Em 48 horas o contetido de clorofila @ aumentou cerca
de 152,5%em0,1; 10,0 € 20,0 mg L' € 61,37% em 50,0 mg L. Em 72 horas a quantidade
de clorofila @ aumentou em 54,33 ¢ 72,18% em 0,1 e 1,0 mg L', respectivamente. J4 em
96 horas a quantidade de clorofila @ nao foi significativamente diferente em nenhum
tratamento.

O conteudo de clorofila a (pg cel ') durante 96 horas de exposi¢do as NPs CoFe>Ox4
¢ apresentado na figura 3c. Em 24 horas a quantidade de clorofila diminuiu 20,63% em
100 mg L. Em 48 horas houve um aumentou 47,1 e 40,1% no contetdo de clorofila nas
concentracdes com 20,0 e 50,0 mg L', respectivamente. Em 72 horas o conteudo de
clorofila diminuiu de 28,50 a 37,42% em 0,65a 50,0 mg L' e 55% em 100 mg L. No
entanto em 96 horas, a quantidade de clorofila a ndo apresentou diferengas significativas

entre controle e tratamentos.
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Figura 3. Conteudo de clorofila a (pg cel™') em Raphidocelis subcapitata sob diferentes concentragdes (mg
L") de nanoparticulas magnéticas por 96 horas. (a) NP Fe;04. (b) NP Cu-Fe;Oa. (¢) NP CoFe;Ou4. (*) indica
diferenca significativa entre o controle e tratamentos (p<0,05).

4.3 Eficiéncia fotossintética de Raphidocelis subcapitata na presenca de

nanoparticulas magnéticas

4.3.1 Fluorescéncia minima (Fo) e Fluorescéncia maxima (Fm)

A fluorescéncia minima (Fo) na microalga Raphidocelis subcapitata expostas as
NPs Fe3Os4 esta representada na figura 4a. O valor de Fo aumentou 35,0; 31,0 e 44,4% em
48 horas nas concentragdes de 1,0; 5,0 e 100,0 mg L'}, respectivamente. A fluorescéncia
méxima (Fm) aumentou 19,0% em 5,0 mg L' e diminuiu 20,0% em 100,0 mg L' em 48

horas. Em 96 horas (Figura 4b) o valor de Fo no tratamento com 1,0 e 10,0 mg L’!
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diminuiu 24,0 e 16,0%, respectivamente, € aumentou nos tratamentos com 5,0 ¢ 50,0 mg
L' em 30,7 e 17,6%, respectivamente. O valor da Fm em 96 horas aumentou 15,5% em
5,0 mg L' e diminuiu 33% em 1,0 mg L'!; 21,4% em 10,0 mg L' ¢ 18,3% em 100,0 mg
L! (Figura 4b).

O valor da Fo em R. subcapitata expostas as NPs Cu-Fe>O4 esta representado na
figura 4c. Em 48 horas, Fo aumentou 37,0 ¢ 18,0% em 0,1 ¢ 1,0 mg L, respectivamente.
O valor da Fm em 48 horas aumentou em 24,0; 2,0 ¢ 3,3% em 0,1; 1,0 ¢ 5,0 mg L. Em
96 horas os valores da Fo diminuiram 55,0; 23,5; 57,2; 59,2 € 35,7% em 0,1; 1,0; 10,0;
20,0 e 50,0 mg L1, respectivamente. Os valores da Fm diminuiram 53,0; 43,0; 7,4; 57,7;
61,2 € 50,0% em 0,1; 1,0; 5,0; 10,0; 20,0 e 50,0 mg L' (Figura 4d).

O valor da Fo em R. subcapitata exposta as NPs CoFe;Os4 esta representado na
figura 4e. Em 48 horas a Fo diminuiu 16,6 ¢ 53,0% em 50,0 e 100,0 mg L,
respectivamente. E o valor de Fm diminuiu 4,6 e 55,0% em 50,0 e 100,0 mg L'!. Em 96
horas os valores da Fo diminuiram 29,3; 17,3 e 23,6% em 10,0; 20,0 ¢ 100,0 mg L' e
aumentou 77,5% em 50,0 mg L. Os valores da Fm diminuiram 30,0; 18,3 ¢ 16,0% em

10,0; 20,0 e 100,0 mg L' e aumentou 78,0% em 50,0 mg L' em 96 horas (Fig 4f).
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Figura 4. Fluorescéncia minima (Fo) e Fluorescéncia maxima (Fm) em Raphidocelis subcapitata em 48 e
96 h. (a) e (b) NP Fe;04. (c) e (d) NP Cu-Fe0s. (e) e (f) NP CoFe,04. (*) indica diferengas significativas
da fluorescéncia minima (Fo) entre controle e tratamento e (*) indica diferencas significativas da
fluorescéncia maxima (Fm) entre controle e tratamento (p<0,05). Quadrados em preto e azul representam
a média + desvio padrdo para n=4. (Fo e Fm em unidades arbitrarias).
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4.3.2 Parametro de fluorescéncia: Rendimento Quantico Maximo (¢pm)

O Rendimento Quantico Méaximo (¢m = Fv/Fm) na microalga Raphidocelis
subcapitata expostas as NPs Fe3;O4 estd representado na figura 5a. O ¢m em 0 hora foi
igual a aproximadamente 0,650 (controle e tratamentos). Em 24 horas, ¢m diminuiu 9,3
e 10,8% em 1,0 e 5,0 mg L, respectivamente e aumentou 3,7% em 50,0 e 100 mg L.
Em 48 horas nos tratamentos com 1,0; 5,0 e 10,0 mg Lo valor do $m diminuiu cerca de
4,5% e em 100,0 mg L' a redugio foi de 64,2%. Em 72 horas, o valor ¢m diminuiu 2,0%
em 5,0 mg L'. Em 96 horas o ¢m diminuiu 7,3; 6,6; 4,8 € 5,9% em 1,0; 5,0; 20,0 ¢ 50,0
mg L', respectivamente.

Os valores do ¢m em R. subcapitata na presenca de NPs Cu-Fe;Os estdo
representados na figura 5b. Em 0 hora nos tratamentos com 5,0; 10,0; 20,0 e 50,0 mg L
0 ¢m diminuiram cerca de 2,2% em relagdo ao controle. Em 24 horas, o ¢m foi igual a
0,687 no controle, sendo que os tratamentos apresentaram valores significativamente
iguais ao controle. Em 48 horas o valor de $m diminuiu 4,9% em 0,1 mg L'. Em 72
horas o ¢m diminuiu 6,5% em 50,0 mg L'. Em 96 horas, os valores de ¢m diminuiram
em 1,0 (4,7%); 5,0 (6,9%); 10,0 (6,6%); 20,0 (6,1%) e 50,0 mg L' (19,3%).

Os valores de ¢m em R. subcapitata na presenga de NPs CoFe;Os estdo
representados na figura Sc. Em 0 hora o controle e tratamentos apresentaram ¢m igual a
0,640. Em 24 horas para 100,0 mg L', o ¢m diminuiu 2,6%. Em 48 horas os valores do
¢m aumentaram significativamente em 2,0 (3,4%); 5,0 (4,5%); 10,0 (3,4%); 20,0 mg L~
1(3,0%). Em 72 horas os valores do ¢$m aumentaram 1,47; 2,2 e 2,9% em 2,0; 5,0 e 10,0
mg L! e, diminuiram em 1,47 e 4,4% em 50 e 100,0 mg L'}, respectivamente. Em 96

horas os valores do $m foram significativamente iguais ao controle (¢m = 0,670).
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Figura 5. Rendimento Quantico Maximo (¢m = Fv/Fm) em Raphidocelis subcapitata sob diferentes
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4.3.3 Pardmetros de fluorescéncia: Rendimento qudntico efetivo (¢m’),
Dissipagdo fotoquimica (QOp) e ndo-fotoquimica (On e NPQ) e Complexo de evolugdo do

oxigénio (OEC)

O Rendimento quantico efetivo (¢ m’ = F’m-Fs/F’m) da microalga Raphidocelis
subcapitata em 48 e 96 horas de exposicao as NPs Fe3;O4 esta representado na figura 6°.
Em 48 horas o ¢m’ diminuiu 5,16% em relacdo ao controle no tratamento com 10 mg L~
!, Em 96 horas os valores de ¢m’ nos tratamentos foram significativamente iguais ao
controle (¢m’ = 0,590).

Para o Complexo de Evolug¢do do Oxigénio (OEC = Fo/Fv) em R. subcapitata
exposta as NPs Fe3;O4 (figura 6b), os valores de OEC em 48 horas aumentaram 15,5%
nos tratamentos com 1,0 e 5,0 mg L', 9,2% em 10,0 mg L e 3,5% em 50,0 mg L.
Porém, em 100,0 mg L' o valor do OEC foi 185,3% maior que o controle. Em 96 horas
os valores de OEC aumentaram 15,2% em 1,0; 20,0 e 50,0 mg L', 20,7% em 5 mg L'e
9,75% em 10,0 e 100,0 mg L.

Os valores das Dissipagdes fotoquimicas (Qp) (figura 6¢) nos tratamentos de 5,0
a 50,0 mg L! de NP Fe304 em 48 horas de exposicio foram de 4,20 a 6,90% maiores que
o controle. Em 100 mg L™! o valor de Qp aumentou 49,0%. Em 96 horas Qp aumentou de
5,7 a 6,7% nos tratamentos de 5,0 a 50,0 mg L™ ¢ 4,0% em 100 mg L.

Os valores das Dissipagdes nao-fotoquimicas (Qn) (figura 6d) em 48 horas foram
de 72,0 a 89,4% maiores nos tratamentos de 10,0 a 50,0 mg L' NP Fe;04. Porém em
100,0 mg L™! o valor de Qn foi igual a -0,09, enquanto o Qn no controle foi de 0,155. Em
96 horas (figura 6d) os valores de Qn foram de 15,0 a 22,1% maiores nos tratamentos de

10,0 a 50,0 mg L.
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A Dissipagdo ndo-fotoquimica relacionada principalmente a dissipagdo de calor
(NPQ) esta representada na figura 6e. Em 48 horas nos tratamentos de 10,0 a 50,0 0 mg
L de NP Fe304, os valores de NPQ foram cerca de 2 vezes maiores que o controle. Em
100,0 mg L' 0 NPQ diminuiu significativamente, com NPQ igual a -0,053 enquanto para
o controle o NPQ foi igual a 0,135. Em 96 horas no tratamento com 5,0 mg L' o valor de
NPQ foi 8,22% menor que o controle, ja em 100,0 mg L' o NPQ foi 12,3% maior que o

controle.
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Figura 6. Parametros de fluorescéncia (unidades arbitrarias) da microalga Raphidocelis subcapitata
submetidas as NPs Fe;O4 em 48 e 96 horas. (a) Rendimento quantico efetivo (¢m’= F’m-Fs/F’m). (b)
Complexo de evolucdo do oxigénio (Fo/Fv). (c) Dissipacdo fotoquimica (Qp). (d) Dissipagdo nao-
fotoquimica (Qn). (e) Dissipagao nao-fotoquimica relacionada principalmente a dissipacao de calor (NPQ).
(*) indica diferencas significativas entre controle e tratamento em 48 horas. (*) indica diferengas
significativas entre controle e tratamento em 96 horas (p<0,05). Quadrados em preto e circulos em vermelho
representam a média = desvio padrao para n=4.
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O Rendimento quantico efetivo (¢m’ = F’m-Fs/F’m) da microalga R. subcapitata
em 48 e 96 horas de exposi¢do as NPs Cu-Fe;O4 esté representado na figura 7a. O ¢m’
em 48 horas no tratamento com 0,1 mg L' diminuiu em 22,7% e aumentou em 6,0% em
5,0 mg L', Em 96 horas os $m’ diminuiu 14,6% em 50,0 mg L'! em relagdio ao controle.

Para o Complexo de Evolucdo do Oxigénio (OEC= Fo/Fv) em R. subcapitata
exposta as NPs Cu-Fe;O4 (figura 7b) o valor de OEC em 48 horas aumentou 23,1% em
0,1 mg L'; 4,0% em 20,0 mg L' e 10,0% em 50,0 mg L. O valor de OEC diminuiu
5,62% apenas em 5,0 mg L. Em 96 horas OEC diminuiu 5,8% em 0,1 mg L,
aumentando em 6,0% em 5,0 mg L' e 51,0% em 50,0 mg L.

A Dissipacao fotoquimica (Qp) da microalga R.subcapitata em 48 e 96 horas de
exposi¢do as NPs Cu-Fe;O4 (figura 7c) em 48 horas no tratamento com 0,1 mg L}
diminuiu em 5,75% e aumentou em 9,7%:; 0,6%; 1,3%:; 0,25% e 1,42% em 1,0; 5,0; 10,0;
20,0 e 50,0 mg L', respectivamente. Em 96 horas o Qp no tratamento com 10,0 mg L™!
aumentou 6,12%.

Os valores de Dissipagdo nao-fotoquimica (Qn) da microalga R.subcapitata em
48 e 96 horas de exposi¢do as NPs Cu-Fe;Os estdo evidenciados na figura 7d. Em 48
horas os tratamentos com 0,1 e 1,0 mg L' aumentaram em 2,2 vezes o valor de Qn. No
tratamento com 10,0 mg L', Qn aumentou 41,2%, em 20,0 mg L' o aumento foi de
34,5% e, em 50,0 mg L', foi de 22,5%. Em 96 horas, Qn aumentou apenas nos
tratamentos com 0,1 e 1,0 mg L' em 41,7 e 36,0%, respectivamente. Em 50,0 mg L', Qn
diminuiu 32,4% em relagdo ao controle.

A Dissipa¢do ndo-fotoquimica relacionada principalmente a dissipagdo de calor
(NPQ) est4 representada na figura 7e. Em 48horas no tratamento de 0,1 mg L™! de NP Cu-
Fe;04 o valor de NPQ aumentou 3,27 vezes; ja em 1,0 mg L o aumento foi 227% em

relacdo ao controle. Em 10,0 mg L', NPQ aumentou 53,0% e em 20,0 mg L', o aumento
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foi de 43,0%. Em 96 horas NPQ aumentou em 67,2% e 38,3% em 0,1 ¢ 1,0 mg L,

respectivamente, e diminuiu 44,0% em 50,0 mg L.

126



0.70+
0.65 -
0.60 -

(Fm'-Fs) / F'm

0.40

1.000+
0.975-
0.950-
& 0.925-
0.900-
0.875-
0.850-

0.55 -
0.50-
0.45 -

—l—48h
—O—96h

(a)

*

\i\
-\.

i 3 Lo T
* \ *
.} o

0.0 01 1.0 50 10,0 20,0 50,0

NP Cu-Fe,04 (mg L_l)

—l—48h
—O—96h

(b

N B
A
AT

*

0.825

NPQ

0.0

00 01 1,0 50 100 20,0 50,0
-1
NP Cu-Fe,0y4 (mg L")

—l—48h
—(O—96h

0.0 0.1 10 50 100 20,0 50,0

NP Cu-Fe, 0y (mg L_l)

Fo/Fv

Qn

0.90-
0.85-
0.80
0.75-
0.70-
0.651
0.60-
0.55-
0.50-
0.45-
0.40-

—l—48h
—(O—96h

(b)

*Q

* sk

© &
© o/ T -*
O ././

0.55-
0.50
0.451
0.40
0.35
0.30-
0.25-
0.20-
0.151
0.10

00 01 10 50 100 200 50,0

NP Cu-Fe, 0y (mg L_l)

—l—48h
—O—96h

*
%

— = %
T
Q

%

)
H—""
I

0,0

0.1 10 50 10,0 20.0 50,0
1
NP Cu-Fe,O4 (mg L")

Figura 7. Parametros de fluorescéncia (unidades arbitrarias) da microalga Raphidocelis subcapitata
submetidas as NPs Cu-Fe;O4 em 48 e 96 horas. (a) Rendimento quéntico efetivo (¢m’= F’m-Fs/F’m). (b)
Complexo de evolugdo do oxigénio (OEC = Fo/Fv). (c) Dissipacdo fotoquimica (Qp). (d) Dissipa¢do ndo-
fotoquimica (Qn). (e) Dissipagao nao-fotoquimica relacionada principalmente a dissipacao de calor (NPQ).
(*) indica diferencas significativas entre controle e tratamento em 48 horas. (*) indica diferengas
significativas entre controle e tratamento em 96 horas (p<0,05). Quadrados em preto e circulos em vermelho
representam a média + desvio padrao para n=4.
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O Rendimento quantico efetivo (¢m’ = F’m-Fs/F’m) da microalga R. subcapitata
em 48 e 96 horas de exposi¢do a NPs CoFe2Os estd representado na figura 8a. O $m’ em
48 horas no tratamento com 50,0 mg L' diminuiu em 6,7% e em 100,0 mg L' a reducio
foi de 9,0%. Em 96 horas o $m’ diminuiu 29,3% em 100,0 mg L.

Para o Complexo de Evolug¢do do Oxigénio (OEC = Fo/Fv) em R. subcapitata
expostas as NPs CoFe2Og4 (figura 8b) em 48 horas os valores de OEC diminuiram 10,7%
nos tratamentos de 2,0 a 20,0 mg L™!. Em 96 horas ndo houve diferencas significativas
nos valores de OEC entre os controles e tratamentos.

Os valores de Dissipagdo fotoquimica (Qp) da microalga R.subcapitata em 48 e
96 horas de exposicao as NPs CoFe>O4 estdo representados na figura 8c. Os valores do
Qp em 48 horas nos tratamentos com 50,0 e 100,0 mg L-!, diminuiram 3,65% e 6,22%,
respectivamente. Em 96 horas o Qp no tratamento com 5,0 mg L' aumentou 3,0% e nos
tratamentos com 50,0 e 100,0 mg L' diminuiu 5,2 e 35,0%, respectivamente.

Os valores de Dissipagdo nao-fotoquimica (Qn) da microalga R.subcapitata em
48 e 96 horas de exposi¢do as NPs CoFexO4 estdo representados na figura 8d. Em 48
horas os tratamentos com 0,65; 5,0 ¢ 10,0 mg L™! aumentaram o valor de Qn em 69,0;
77,0 e 100,0%, respectivamente. Em 20,0 e 50,0 mg L', os valores de Qn dobraram em
relagdo ao controle. Em 96 horas Qn diminuiu nos tratamentos com 20,0; 50,0 ¢ 100,0
mg L' em 26,0; 36,0 e 76,0%, respectivamente.

Os valores de Dissipacdo nao-fotoquimica relacionado principalmente a
dissipacao de calor (NPQ) estdo representados na figura 8e. Em 48 horas nos tratamentos
com 0,65 e 5,0 mg L' de NP CoFe>Os, o valor de NPQ aumentou 88,5%; ja em 10,0;
20,0 e 50,0 mg L', 0 aumento foi cerca de 145% em relacdo ao controle. Em 96 horas os
valores de NPQ nos tratamentos com 20,0; 50,0 e 100,0 mg L' diminuiram 32,4; 43,0 ¢

81,0%, respectivamente.
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Figura 8. Parametros de fluorescéncia (unidades arbitrarias) da microalga Raphidocelis subcapitata
submetidas as NPs CoFe,O4 em 48 e 96 horas. (a) Rendimento quantico efetivo (¢m’= F’m-Fs/F’m). (b)
Dissipacao fotoquimica (Qp). (c) Dissipacdo nao-fotoquimica (Qn). (d) Dissipacdo ndo-fotoquimica
relacionada principalmente a dissipag@o de calor (NPQ). (¢) Complexo de evolucdo do oxigénio (OEC).
(*) indica diferencas significativas entre controle e tratamento em 48 horas. (*) indica diferengas
significativas entre controle e tratamento em 96 horas (p<0,05). Quadrados em preto e circulos em vermelho
representam a média + desvio padrao para n=3.
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4.4 Estresse oxidativo induzido pela formagdo de Espécies Reativas ao Oxigénio

(Reactive Oxygen Species - ROS)

A produgdo de espécies reativas ao oxigénio (ROS) em R. subcapitata na presenga
de NPs Fe3O4 apos 0, 24, 48, 72 e 96 horas esta indicada na figura 9a. Em 0 hora ndo
houve inducao significativa de ROS em todos os tratamentos em relagdo ao controle. Em
24 horas houve diminuicdo significativa na formagao de ROS no tratamento de 10,0 mg
L. Em 48 horas, a formagdo de ROS nio foi significativa em relagdo ao controle. Em 72
horas, a producdo de ROS diminuiu significativamente no tratamento de 10,0 mg L™, mas
aumentou em significativamente nos tratamentos com 50,0 e 100,0 mg L. Em 96 horas
a formacao de ROS aumentou significativamente nos tratamentos com 50,0 ¢ 100,0 mg
L.

A produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em R. subcapitata na presenga
de NPs Cu-Fe2O4 apos 0, 24, 48, 72 e 96 horas estd indicada na figura 9b. Em 0 horas
houve aumento significativo na produgdo de ROS nos tratamentos acima de 5,0 mg L.
Em 24 horas houve aumento significativo na producdo de ROS a partir do tratamento com
1,0 mg L' e superiores. Em 48 horas a formacdo de ROS aumentou significativamente
em todos os tratamentos em relacdo ao controle. Em 72 horas produ¢ao de ROS aumentou
a partir de 1,0 mg L! e para todos os tratamentos superiores. Em 96 horas a produgio de
ROS aumentou significativamente a partir do tratamento com 5 mg L.

A produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em R. subcapitata na presenga
de NPs CoFexO4apds 0, 24, 48, 72 e 96 horas esta indicada na figura 9c. Em 0 hora houve
aumento na produgio de ROS nos tratamentos com 10,0; 20,0 ¢ 100,0 mg L*'. Em 24
horas a produ¢do de ROS diminuiu significativamente a partir do tratamento com 5,0 mg

L. Em 48 horas a produgio de ROS diminuiu significativamente no tratamento com 5,0
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Figura 9. Nivel relativo de Espécies Reativas ao Oxigénio (ROS) (%) em Raphidocelis subcapitata sob
diferentes concentragdes (mg L) de nanoparticulas magnéticas ap6s 0, 24, 48, 72 € 96 horas. (a) NP Fe;04.
(b) NP Cu-Fe;04. (¢) NP CoFe,04. (*) indica diferenca significativa entre o controle e tratamentos (p<0,05).
Barras verticais representam a média + desvio padrao para n=3.
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5. Discussao

Diante do crescente cenario de aplicagdo das nanoparticulas (NPs) a base de ferro
sdo cruciais os estudos sobre os efeitos e interagdes dessas particulas nos compartimentos
ambientais. No presente trabalho, os dados de densidade celular da microalga
Raphidocelis subcapitata durante 96 horas de exposi¢ao as NPs Fe3;O4, evidenciaram que
essas NPs apresentaram pouco efeito sobre o crescimento da microalga, sendo que para
essa NP a ICso.96n ndo pode ser obtida.Os tratamentos com essa NP ndo resultaram em
inibi¢do do crescimento algal. A inibi¢do do crescimento foi observada para as células
submetidas as NPs Cu-Fe>O4 e para as NPs CoFe;O4 (Figura 2).

Outros estudos relatam a baixa toxicidade de NPs magnéticas. Lei et al. (2016)
avaliaram o efeito de NPs a base de ferro na alga Chlorella pyrenoidosa (Chlorophyta) e
obtiveram valor de ICso-o6h igual a 30,0 mg L' e 7,1 mg L' para as NPs Fe3Os e NPs a-
Fe»0s, respectivamente. No entanto, Otero-Gonzalez et al. (2013) observaram baixa
toxicidade para NP zero valente (Fe°) e nenhuma toxicidade para NPs Fe;Os4 em
Saccharomyces cerevisiae (leveduras) mesmo em concentracdes elevadas (1000,0 mg L~
1. Ivask et al. (2015) avaliaram o efeito de NPs Fe304, NPs CuO e NPs Co304 em células
de mamiferos e observaram que abaixo de 100,0 mg L' as NPs Fe3O4 ndo apresentaram
efeito sobre as células, enquanto que as NPs CuO e NPs C0304 mostraram efeitos toxicos
sobre as células, sendo que a ICso.24n igual a 16,4 e 129,0 mg L', respectivamente.

Organismos de outros niveis troficos como os peixes apresentaram toxicidade
aguda quando expostos as NPs CoFe;O4 (Ahmad et al., 2015). Apos 24 horas de
exposic¢do os peixes da espécie Danio rerio sofreram 23,0% de mortalidade quando foram
expostos a 58,65 mg L!. Porém, apos 48 horas a mortalidade foi menor que 5% nos

tratamentos com 117,3 mg L' de NPs e, em 96 horas nio houve letalidade dos peixes
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expostos as NPs. E possivel que a presenga das NPs tenha causado um efeito agudo inicial
sobre os peixes, mas os organismos foram capazes de se recuperar desse efeito com o
passar do tempo. No nosso trabalho, os efeitos de inibi¢do do crescimento em R.
subcapitata foram observados ap6s 96 horas da exposi¢io a 100,0 mg L' de NP CoFe;O..

Em relagdo ao contetudo de clorofila a (pg cel!), a exposi¢do as NPs Fe3O4 na
concentra¢do de 100 mg L™ houve diminui¢do no contetido ao longo da exposigio (Figura
3a). No entanto, a exposicdo as NPs Cu-Fe>O4 parece ter estimulado o aumento do
conteudo de clorofila a nas células no inicio da exposi¢cdo (24 e 72 horas) (Figura 3b).
Nas células expostas as NPs CoFe2O4 houve inicialmente uma diminui¢do no conteudo
de clorofila @ na maioria dos tratamentos, mas houve uma visivel recuperagdo apos 96
horas (Figura 3c).

O efeito de NP Ag sobre o contetido de clorofila a foi avaliado em Chlorella
vulgaris e Dunaliella tertiolecta (Oukarroum et al. 2012). Os autores observaram
diminui¢do de 34% para a microalga C. vulgares expostas a 0,01 mg L' de NP Age 51%
para a microalga D. fertiolecta expostas a 10 mg L' de NP Ag nas primeiras 24 horas de
exposi¢cdo. Metzler et al. (2012) verificaram que o conteudo de colorofila @ em
R.subcapitata aumentou na presenca de NP TiO2 em concentragdes acima de 30,0 mg L
!, Para NPs SiO; e NP AL,Os o conteudo de clorofila a diminuiu em concentragdes acima
de 30,0 mg L. Dessa forma, podemos inferir que quando o parimetro utilizado é o
conteudo de clorofila, as NPs Ag, NPs SiO> e NP AlO3 mostraram-se mais toxicas do
que as NPs metalicas do presente estudo. Portanto, neste nosso estudo o conteudo de
clorofila a por célula ndo foi um endpoint sensivel suficiente para avaliar os efeitos das
NPs magnéticas.

O estudo da fluorescéncia da clorofila a ¢ uma ferramenta util para determinar

efeitos toxicos sobre o aparato fotossintético (Brack e Franck, 1998). Medigdes
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fluorimétricas sdo um método rapido e sensivel para avaliar a presenca de poluentes
(Juneau et al., 2000). Mallick e Mohn (2003) investigaram o modo de agdo de metais (Cu,
Cd, Ni, Cr e Zn) sobre a fluorescéncia da clorofila da alga Scenedesmus obliquus
(Chlorophyta). O aumento da concentragcdo desses metais (exceto Zn) elevou os valores
da fluorescéncia minima (Fo) em 12 horas de exposicdo e diminuiu os valores da
fluorescéncia maxima (Fm) apods 1 hora. Para esses autores, a diminui¢ao dos valores de
Fo indica que a eficiéncia na transferéncia de energia para o centro de reagao no PSII foi
severamente afetada pelos metais (Cd; Cu; Ni e Cr). Para as NPs utilizadas em nosso
estudo, Fo foi mais afetada pela a exposi¢ao as NPs Fe3Oa, com efeitos em 48 e 96 horas
(Figura 4a e 4b). Ja para a exposi¢cdo as NPs CoFe>Oy4, o feito mais pronunciado sobre a
Fo ocorreu somente apds 96 horas no tratamento com 50,0 mg L™! (Figura 4f). Em relacio
as NPs Cu-Fe;04 foi observado um aumento da Fo apenas nas menores concentragcdes em
48 horas (Figura 4c). O efeito sobre a Fm foi mais evidente em 96 horas paras as NPs Cu-
Fe>04 (Fm diminuiu em todos os tratamentos) (Figura 4d).

O Rendimento Quantico Méximo (¢m) representa a emissao de fluorescéncia da
clorofila a originada principalmente no fotossistema II (PSII). Este pardmetro indica o
quanto de luz absorvida pelas microalgas foi utilizado na fotossintese, ou seja, ¢ um
indicador sensivel da performance fotossintética (Herloy et al., 2013; Kumar et al., 2014).
Assim, no presente estudo os valores do ¢m da microalga R. subcapitata cultivada sob
intensidade luminosa de 130 umol m™ s™! na auséncia de NPs (controle) indicaram que
cerca de 66% da luz absorvida por essa espécie foi utilizada nos processos fotossintéticos
(Figura 5a, 5b e 5c¢).

Os valores do $m em microalgas podem variar em fun¢do das condigdes de cultivo
como meio utilizado, intensidade luminosa e fotoperiodo. El-Berdey et al. (2000)

avaliaram que o dm em R. subcapitata foi de 72% sob intensidade luminosa de 50 pmol
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m2 s e cultivada em meio Hutner a 21°C. Bihrs e Steinberg (2012) também encontraram
valores proximos a 72% em R. subcapitata sob 150 pmol m? s™! e meio BG11 (Stainer et
al., 1971) com 14:10h (luz:escuro), assim como Choi et al. (2012) sob 100 umol m2 s e
meio Chu-10 (Chu, 1942) com 12:12h (luz:escuro) a 18°C.

Para algumas espécies de algas marinhas e plantas C3 os valores do $m podem
chegar a 83% (Chaloub et al., 2010; Bjorkman e Demming, 1987). No entanto, segundo
Kumar et al. (2014) os valores do ¢m podem variar em func¢ao de diferengas na estrutura
celular, na composicdo do pigmento e, ainda, devido a fatores ambientais como
disponibilidade de nutrientes, temperatura e luminosidade. No presente estudo, o ¢m do
controle pode ter sido afetado pela disponibilidade de nutrientes presentes no meio de
cultivo (LC Oligo). Embora, indculos da mesma cepa algal foram cultivados em meio
BG11 e também apresentaram ¢m igual a 66% (dados ndo apresentados).

Nas células submetidas as NPs Fe304 e NPs Cu-Fe>O4, em geral, os valores do
¢m diminuiram com o tempo na maioria dos tratamentos (Figura 5). Entretanto, o efeito
no ¢m nas NPs Cu-Fe;Os foi mais acentuado em 50,0 mg L' ao final do periodo
experimental (96 horas) (Figura 5b). Os valores de ¢m nas microalgas expostas a 100,0
mg L' de NPs Fe;O4 tiveram uma reduco em 48 horas, porém houve recuperacdo nesta
concentragdo a partir de 72 horas (Figura 5a). A exposi¢ao as NPs CoFe»O4 causaram um
aumento do ¢m nos tratamentos de 2,0 a 20 mg L' (48 horas) e houve diminui¢do em
100,0 mg L™! (72 horas), mas ao final (96 horas) os valores dos ¢m nos tratamentos foram
iguais ao controle (Figura 5c). Assim, apds 96 horas a toxicidade para o ¢m foi na ordem
de NPs Cu-Fe;04> NPs Fe;04> NPs CoFexOs.

O ¢m pode diminuir caso a reoxidacdo do aceptor primario de elétrons (Qa)
(Greene et al., 1992) seja limitada pela diminui¢do ou bloqueio parcial do transporte de

elétrons do PSII para o PSI, uma vez que em condi¢des normais a alga ¢ irradiada e Qa é
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oxidada pela transferéncia de elétrons no PSII (Mallick e Mohn, 2003). A redugdo do ¢m
seguida da recupera¢io observada nas células expostas a 100,0 mg L' de NPs Fe;04 e
NPs CoFe;Os4 também foi observada por Antal et. al (2004) em estudos com
Chlamydomonas reinhardtii e cloreto de metilmerctirio (MeHg) na concentragio de 107~
M. Para esses autores, tal resultado mostra uma adaptacio da alga ao toxico. Juneau et. al
(2002) inferiu que a alga Chlorella vulgaris na presenga de cobre desenvolveu
mecanismos de resisténcia ao metal apos 48 horas de exposicdo, ja que os efeitos de
reducdo do ¢m desapareceram.

Estudos com alga marinha Dunaliella tertiolecta (Chlorophyta) sob limitacio de
Fe demonstrataram que o valor do ¢m diminui, porém apos a adicdo de Fe em
concentragdes nanomolares o ¢m aumenta 2 a 3 vezes (Greene et al.,1992). Para as NPs
Fe304 utilizadas no presente estudo, o aumento do ¢m em R. subcapitata ocorreu somente
em 24 horas nas maiores concentragdes dessas NPs (Figura 5). Para Greene et al. (1992),
a limitacdo de ferro reduziu o $m devido ao transporte lento de elétrons entre o aceptor
primario de elétrons no PSII (Qa) e a plastoquinona (PQ) e também em fun¢ao da reducao
da eficiéncia na conversdo de energia no PSII, assim como menor eficiéncia na
transferéncia de energia luminosa nos centros de reagao do PSII.

Para outras NPs metalicas, como a NP Ag, o ¢m diminuiu em Chlamydomonas
reinhardtii devido a inibi¢do do transporte de elétrons no PSII e aumento de centros Qg
ndo-reduzidos (Matorin et. al., 2013), o parametro Qg ¢ o aceptor secundario de elétrons
no PSII (Greene et al., 1992). Para nanotubos de carbono o ¢m diminuiu em 22% em C.
reinhardtii na concentracdo de 2,0 mg L. Segundo Matoin et al. (2010) a diminui¢io
do rendimento afetou a velocidade do transporte de elétrons e as membranas
fotossintéticas e, nesse caso, diminuiram o gradiente de prétons na membrana relacionado

a processos de sintese de ATP.
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Em Chlorella vulgaris na presenca de NPs Fe3O4 e NP de cobre/zinco/ferro (com
ions em diferentes proporgdes) o ¢m diminuiu de 12% a 35% no tratamento com 400 mg
L' ap6s 72 horas de exposi¢do (Barhoumi e Dewez, 2013). Esses resultados, de acordo
com o estudo, estdo relacionados ao efeito inibitorio das NPs, com maior efeito toxico
causado pela NP Fe3Og4, sobre o PSIl-water-splitting (o PSII esta ligado a processos de
separagdo da dgua e liberagdo de oxigénio (Matorin et al., 2010) e a fotoativagdao dos
centros de reacdo do PSII, resultando na deterioragdo da atividade fotossintética do PSII.
O PSII ¢ um complexo pigmento-proteina no cloroplasto que catalisa a transferéncia de
elétrons (induzida pela luz) da 4gua para a plastoquinona (PQ). E composto por um centro
de reacdo, pelo complexo clorofila-proteina coletor de luz (LHCII) e pelo sistema water-
splitting (complexo de evolucao do oxigénio — OEC = Fo/Fv) (Mattoo et al., 1999; Giardi
et al., 2001). Para Juneau et al., (2002), o efeito do cobre na diminui¢cdo do ¢m em C.
reinhardtii, também ¢ resultado da inibi¢ao no sistema water splitting no PSIIL.

No presente estudo os efeitos no sistema water-splitting ou OEC aumentaram na
maior parte dos tratamentos com as NPs Fe3Os, principalmente em 100,0 mg L™ ap6s 48
horas e em 5,0 mg L™ apds 96 horas (Figura 6b). Nas algas expostas as NPs Cu-FexOu,
esse parAmetro foi mais evidente no tratamento com 50,0 mg L' em 96 horas (Figura 7b).
Ja as NPs CoFe>O4 parecem nao afetar o sistema water-splitting (OEC) (Figura 8b). Desse
modo, ap6s 96 horas a toxicidade para o sistema water-splitting (OEC) foi na ordem de
NPs Fe304> Cu-Fe;O4> NPs CoFexOs.

Os metais Cd; Cu; Ni; Cr e Zn t€ém um severo impacto no sistema water-splitting,
pois provavelmente esses metais substituem o Mn (manganés) nesse sistema (Mallick e
Mohn, 2003). Para esses autores, o aumento dos valores de OEC demostram que o sistema
water-splitting no PSII € o primeiro sitio de acdo de metais. No entanto, para Lombardi e

Maldonado (2011) os efeitos do cobre em concentracdes subletais em Phaeocystis
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cordata (Prymnesiophyceae) ndo tém como principal local de a¢do o sistema water-
splitting, uma vez que no estudo de Lombardi e Maldonado (2011) o OEC aumentou
apenas na maior concentragdo de cobre (7,9 x10!'! M). Em Mallick e Mohn (2003), as
concentragdes de cobre utilizadas foram de 5x10° M a 2 x10 M.

O rendimento quantico efetivo da transformagdo de energia no PSII (¢m’) avalia
o rendimento real no transporte de elétrons na presenga de luz (Matorin et al., 2010). No
presente estudo, o ¢m’ foi inibido de forma mais acentuada nas maiores concentragdes
de NP Cu-Fex04 (50,0 mg L) (Figura 7a) e NP CoFe;04 (50,0 e 100,0 mg L) (Figura
8a) em 96 horas. Para a NP Fe3Os, a inibi¢do ocorreu apenas em 48 horas no tratamento
com 10,0 mg L' (Figura 6a). Apos 96 horas a toxicidade para o ¢m’ foi na ordem de NPs
Cu-FexO4 = NPs CoFexO4 < NPs Fe304.

Em Chlamydomonas reinhardtii a inibicdo do ¢m’ na presenga de NP Cr,0s foi
observada somente em 10 g L™ alteragdes funcionais no PSII indicam que essa NP afetou
a transferéncia de energia no PSII (Costa et al., 2016). Juneau et al. (2002) também
constataram diminuicdo do ¢m’ em C. reinhardtii e R. subcapitata na presenga de cobre,
porém de forma mais acentuada em C. reinhardtii, na qual os efeitos toxicos do cobre
afetaram o transporte de elétrons em concentragdes acima de 0,01 mg L. Em R.
subcapitata, o transporte de elétrons nao foi inibido totalmente mesmo em concentragdes
elevadas de cobre. Miao et al. (2005) avaliaram os efeitos do zinco ¢ cobre na
cianobactéria Synechococcus sp. Nesse caso, também houve diminui¢do do ¢m’ em
relacdo ao controle. Segundo esses autores, esses metais afetaram o transporte de elétrons,
sendo que o zinco diminuiu a atividade do PSII pela inibi¢ao de calcio e manganés.

A dissipacdo fotoquimica (Qp) representa a propor¢do de energia de excitacao da
luz convertida no processo fotoquimico pelos centros de reagdo no PSII ativos (Dewez

et.al, 2005). No presente estudo os valores de Qp aumentaram em 48 ¢ 96 horas na maior
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parte dos tratamentos com NP Fe3O4 (Figura 6¢). Para as NPs Cu-Fe>O4 0 Qp em 48 horas
também aumentou na maior parte dos tratamentos, mas em 96 horas apenas em 10,0 mg
L !(Figura 7¢). Para as NPs CoFe>O4 o valor do Qp aumentou em 96 horas de exposi¢io
somente no tratamento com 5,0 mg L' e, diminuiu em 48 e 96 horas nas concentragdes
mais elevadas (Figura 8c). A diminui¢do de Qp inidica que o transporte de elétrons foi
inibido (Juneau e Popovic, 1999).

A energia absorvida ndo ¢ totalmente utilizada em reagdes fotoquimicas, uma
parte ¢ emitida como calor e fluorescéncia (Brank e Franck, 1998). A dissipagdo ndo-
fotoquimica (Qn) e dissipag¢do ndo-fotoquimica relacionada a dissipagdo de calor (NPQ)
representam todas as outras formas de dissipa¢do de energia, sendo Qn relacionado a
reflex@o da fluorescéncia, ou seja, representa a fluorescéncia que ndo esta relacionada ao
processo fotoquimico no PSII e NPQ esté relacionado a dissipagdo de calor (Dewez et al.,
2005). No presente estudo os valores de Qn e NPQ aumentaram apo6s 48 horas nos
tratamentos de 10,0 a 50,0 mg L' de NPs Fe;O4, porém em 100,0 mg L™! os valores foram
negativos. Em 96 horas Qn aumentou para os mesmos tratamentos, mas NPQ aumentou
apenas em 100,0 mg L' de NPs Fe;O4 (Figura 6d e 6¢). Para as NPs Cu-FexOa, 0s Qn e
NPQ aumentaram apds 48 horas na maior parte dos tratamentos e, apds 96 horas, apenas
nas menores concentra¢des, com redugio em 50,0 mg L !(Figura 7d e 7e). Para as NPs
CoFex04, 0s Qn e NPQ aumentaram ap6s 48 horas na maioria dos tratamentos, porém
apods 96 horas de exposicao os valores de Qn e NPQ diminuiram nos tratamentos acima
de 20,0 mg L-!(Figura 8d e 8e).

Juneau et al. (2002) avaliaram o efeito do cobre sobre as microalgas R. subcapitata
e C. reinhardtii, registrando efeitos mais pronunciados em C. reinhardtii, nas
concentragdes acima de 0,01 mg L', houve diminui¢io do Qp e aumento do Qn. Segundo

os autores, Qn diminuiu nas concentra¢des acima de 0,025 mg L™}, pois o transporte de
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elétrons no PSII foi completamente inibido e, aumentou nas concentragdes mais baixas
em funcdo da inibi¢do parcial do processo fotoquimico de energia-consumo, aumentando
a dissipacao de energia através do processo nao-fotoquimico.

O NPQ representa a dissipagdo térmica através de mecanismos de fotoprotecao e,
portanto, a diminui¢do nos valores de NPQ indicam que a protecdo desses sistemas foram
afetados pelo contaminante (Costa et al., 2016). Assim, no presente estudo os mecanismos
de fotoprotegdo foram afetados de forma significava no tratamento com 100,0 mg L' de
NPs Fe304 (valor de NPQ foi negativo) em 48 horas, mas em 96 horas o NPQ aumentou,
indicando a capacidade da alga em superar os efeitos nocivos dessas NPs. Para as NPs
Cu-FexO4 e NPs CoFexOq4, o sistema NPQ foi afetado mais tardiamente (ap6s 96 horas),
porém de forma mais expressiva para as NPs CoFe;Os.

As espécies reativas ao oxigénio (ROS- reactive oxygem species) sdo produtos
normais do metabolismo do oxigénio (Ahmad et al., 2015). No entanto, a produ¢ao de
ROS pode ser estimulada por estresse ambiental (como alta intensidade luminosa),
presenca de metais pesados, aleloquimicos, entre outros (Mallick e Mohn, 2000).

O estresse oxidativo induzido pela producdo de ROS foi mais evidente nas células
algais submetidas as NPs Fe3O4 apenas nas concentracdes mais elevadas e somente apds
72 horas (Figura 9a). Para as células expostas as NPs Cu-Fe;Os, a produ¢do de ROS foi
crescente durante todos os dias (Figura 9b). Para essa NP (Cu-Fe2O4), 0 mecanismo de
toxicidade por indugdo de estresse oxidativo foi mais sensivel sendo afetado mesmo em
concentragdes baixas de exposicdo. Para as NPs CoFe;O4, a producdo de ROS foi
relevante nas maiores concentragdes em 0 hora e apds 48 horas (Figura 9c).

A produgdo de ROS sob efeito de chumbo em Scenesdesmus e Chlorella sp
aumentou em fun¢@o do aumento do nivel de chumbo, porém diminuiu drasticamente na

concentracdo mais elevada (Dao e Beardall, 2016). Segundo esses autores, genes
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envolvidos na biossintese de antioxidantes sdo possivelmente expressos nas algas em
tratamentos com metais, reduzindo os niveis de ROS com o aumento dos dias de cultivo.
Para o metal cobre, a inducdo de ROS em R. subcapitata e C. vulgaris (0,02 mg L' de
cobre) pode ter sido desencadeado por um sistema de protegao celular através da ativagao
de enzimas antioxidantes (Knauert e Kanuer, 2008).

Para neutralizar a toxicidade de ROS, as células desenvolveram um sistema de
defesa antioxidante enzimatico, por exemplo, a superdxido dismutase converte o anion
superoxido em H>O; e a catalase remove diretamente o H20O2, e ainda mecanismos nao-
enzimaticos envolvendo acido ascorbico e glutationa reduzida podem remover radicais
hidroxila e oxigénio atomico (Hong et al., 2009). A ativacdo de alguns antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos em Microcystis aeruginosa (cianobactéria) na presenca de
aleloquimicos (fitotoxicos) foi observada por Hong et al. (2009) devido ao aumento no
nivel de ROS.

A producdo de ROS em C. vulgaris aumentou apenas em concentragdes de NP
Fe;04 superiores a 400,0 mg L' apos 72 horas de exposicio, nestas condi¢des houve
diminuicdo do nivel de antioxidantes, o que resultou na acumula¢do de ROS (Chen et al.,
2012). Nas concentragdes mais baixas houve aumento da superoxido dismutase (SOD)
(antioxidante), mostrando que a produ¢@o de SOD induziu a remocao de ROS e protegeu
as células algais em concentra¢des inferiores a 400,0 mg L' de NP Fe3Oa.

As NPs CoFe>O4 podem liberar ions Co?" e Fe** no ambiente e causar estresse
oxidativo induzido pela producdo de ROS. Os metais pesados podem causar
despolariza¢ao da membrana e acidificacdo do citoplasma, o que pode acarretar a ruptura
da célula algal. Adaptagdes das células como exsudacdo de compostos quelantes e
transporte ativo dos ions podem ocasionar um certo grau de tolerancia das algas aos

metais (Ahmad et al., 2015). Em Danio rerio a producao de ROS aumentou de 40 a 70%
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em tratamentos de 2,35 a 58,6 mg L' NPs CoFe>O4ap6s 96 horas de exposi¢io, induzindo
a apoptose celular, mudangas comportamentais e reduc¢do da visibilidade (Ahmad et al.,
2015). Alarafi et al. (2013) mostraram que em célula hepatocarninoma as NPs C0304
induziram o estresse oxidativo pela formagao de ROS, contribuindo para a citotoxicidade
e genotoxicidade dessas células cancerigenas.

Nas microalgas Chlamydomonas reinhardtii a produgdo de ROS aumentou na
presenca de 4,0 mg L' NP CuO apds 6 horas de exposicdo em 392% (Perreault et al.,
2012). Em Oukarroum et al. (2012) o tratamento de 1 mg L™! NPs Ag induziu o aumento
de ROS em 44% em C. vulgaris e 123% em D. tertiolecta. Em 10 mg L' de NPs Ag a
produgdo de ROS aumentou 7 vezes em C. vulgaris e 25 vezes em D. tertiolecta. A
solubilizagdo das NPs em metais livres ¢ considerada como o mecanismo de toxicidade
mais comum. Assim, para Oukarroum et al. (2012), os ions Ag" podem ter contribuido
para o aumento na producao de ROS, sendo este um endpoint sensivel para a toxicidade
de NPs Ag. Em relagdo as NPs utilizadas no presente estudo a produgdo de ROS também
mostrou ser um endpoint sensivel na ordem NP Cu-Fe;O4> NP CoFe2O4> NP Fe;04.

Nossos resultados indicam que os parametros de fluorescéncia da clorofila a e a
inducdo de estresse oxidativo na presenga de ROS foram endpoints eficientes para avaliar
a toxicidade de nanoparticulas magnéticas na espécie de microlaga estudada. Assim, o

uso desses processos em ensaios ecotoxicologicos deve ser explorado.
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6. Conclusoes

Os parimetros de densidade célular, clorofila a (pg cel') e inibi¢do média do
crescimento (IC50) mostraram-se endpoints pouco sensiveis na avaliacdo da toxicidade
de nanoparticulas magnéticas sobre a microalga Raphidocelis subcapitata.

Em relacdo aos parametros de fluorescéncia da clorofila a sobre o aparato
fotossintético, os resultados apresentados neste estudo demonstraram ser um pouco mais
sensiveis para a avaliagcdo da toxicidade de nanoparticulas magnéticas. Nossos resultados
mostraram que o rendimento quantico maximo (¢m) diminuiu significativamente nas
células algais expostas as NPs Cu-Fe2O4, 0 que pode estar associado a inibi¢do do
complexo de evolugdo do oxigénio (OEC). Foi possivel observar aumento dos valores de
OEC nas células algais submetidas as NPs Cu-Fe2O4 ¢ NP Fe3O4. O incremento dos
valores de OEC demonstra que o sistema water-splitting no PSII ¢ um sitio de acao
importante dessas NPs.

Aparentemente as NP Cu-Fe2O4 e NP CoFexO4 afetaram o sistema de transporte
de elétrons do PSII, visto que nas concentragdes mais elevadas houve dimui¢do do
rendimento quantico efetivo (¢m’) apos 96 horas. Os pardmetros de dissipacdo ndo-
fotoquimica diminuiram acentuadamente nas células expostas as NPs Fe3O4 (100,0 mg
L") ap6s 48 horas, indicando que o transporte de elétrons foi completamente inibido. No
entanto, ap6s 96 horas, o mecanismo de transporte de elétrons parece ter sido retomado.
Para as NP Cu-FexO4 ¢ NP CoFexOy4, as dissipagdes ndo-fotoquimicas foram afetadas
somente apds 96 horas. A diminui¢do de NPQ revela que mecanismos de fotoprotecdo
foram afetados pela exposi¢ao a essas NPs.

O estresse oxidativo induzido pela producdo de ROS foi evidente para as algas

expostas as NPs Cu-Fe>O4 em todos os dias avaliados; para as NPs CoFe>Oy4, os efeitos
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foram mais pronunciados apds 48 horas. Para as NPs Fe3Os, os efeitos foram
significativos apenas ap6s 72 horas de exposigdo. E possivel que mecanismos de defesa
intracelulares como a atividade de enzima antioxidantes tenham agido ap6s a exposi¢ao
prolongada as NPs Fe3O4 e NPs CoFe2O4. No entanto, para as células expostas as NPs
Cu-Fez04, 0s mecanismos de defesa antioxidantes podem ter aumentando sua atividade
apds 96 horas, ja que a quantidade de ROS produzida diminuiu em 96 horas quando

comparada a 0 hora.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo contribuiu para a avaliagdo do comportamento das
nanoparticulas magnéticas de magnetita (Fe3O4) e nanoparticulas magnéticas bimetalicas
(Cu-Fe204 e CoFe204) em ambientes aquaticos. As respostas fisiologicas das algas foram
alteradas por essas particulas apenas nas concentracdes mais elevadas, acima de 50 mg
L.

A quantidade de proteina e carboidratos presentes nas células indicou boa
condicdo fisiolégica das microalgas mesmo sob concentracdes elevadas das
nanoparticulas estudadas, indicando que as NPs ndo causaram altera¢des graves no uptake
de nutrientes para as células algais.

O acimulo de lipideos totais e algumas classes lipidicas pode ser um bom
indicativo do potencial de utilizagdo na producdo de biocombustiveis. A baixa toxicidade
dessas NPs em Raphidocelis subcapitata também contribui para utilizacdo dessas
nanoparticulas na colheita de algas, fase importante na producdo de biodiesel, e em
processos de remediagdo ambiental.

A sensibilidade dos parametros de fluorescéncia da clorofila a sobre o aparato
fotossintético demonstraram ser um pouco mais evidentes para a avaliagcdo da toxicidade
de nanoparticulas magnéticas, com destaque para a inibi¢cdo do complexo de evolucio do
oxigénio que demonstra que o sistema water-splitting no PSII ¢ um sitio de agdo
importante dessas NPs e inibicdo do transporte de elétrons em concentragdes mais
elevadas, devido a diminui¢do do rendimento quantico efetivo e a dissipacdo ndo-

fotoquimica.
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O estresse oxidativo nas algas expostas as NPs Cu-Fe2O4 foi mais evidente em
comparagdes as demais NPs desse estudo, indicando que possivelmente ions cobre
tenham afetado o mecanismo antioxidante nas células algais. Assim, apesar dos efeitos
toxicos sobre as taxas de crescimento, clorofila @, composi¢do bioquimica e aparato
fotossintético serem baixos, as nanoparticulas bimetalicas com ions cobre, causaram

maiores alteracdes em R. subcapitata.
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