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Respostas de Scenedesmus bijugus a nanoparticulas de TiO, em concentragdes ambientalmente
relevantes

RESUMO

Células do fitoplancton sdo a base de cadeias alimentares aquaticas, apoiando niveis troficos
superiores e ajudando na manuten¢do do equilibrio desses ecossistemas. Na qualidade de
residuos, as nano-TiO, alcangam os ambientes aquaticos onde podem impor riscos a biota. A
literatura € controversa sobre a toxicidade de nanoparticulas ao fitoplancton e, em geral, a
maioria dos dados tém sido obtidos com base em concentragdes de nanoparticulas superiores as
estimadas para ambientes aquaticos naturais. Considerando que as nanoparticulas variam de
tamanho de acordo com sua concentracdo, em decorréncia da formacao de agregados e, que sua
toxicidade e reatividade sdo dependentes de seu tamanho, investigacdes sobre a toxicidade
desses materiais devem ser feitas empregando-se concentragdes ambientalmente importantes,
ou seja, aquelas que podem ser encontradas em ecossistemas naturais. Este estudo teve como
objetivo investigar os efeitos das nanoparticulas de didéxido de titdnio (nano-TiO;) na cloroficea
de agua doce Scenedesmus bijugus em concentracdes ambientalmente representativas. Nesta
pesquisa, apresentamos dados de uma investigacao sistematica sobre os efeitos de nano-TiO;
em amplitude de concentracdo de 5.107 a 5.10° mol L em Scenedesmus bijugus, focando em
sua fisiologia sob condicdes controladas de laboratério. Foram avaliadas a densidade de
células, as concentracdes de clorofila a, taxas de crescimento, rendimento quintico maximo do
PSII (®y) (PhytoPAM) e razao proteinas:carboidratos, considerando um tempo de exposi¢cao
de 12 dias. Portanto, avaliou-se a resposta da microalga em exposi¢do aguda e cronica. Os
resultados mostraram, em geral, baixa toxicidade das nano-TiO; a S. bijugus, mas o rendimento
fotossintético foi afetado na concentracdo 5.10° mol L' em 72 h e 96 h de exposicao, havendo
recuperagdo celular apos esse periodo. Nao foram detectados efeitos significativos das nano-
TiO, nas taxas de crescimento. Efeito hormesis, representado por aumento da razdo
proteinas:carboidratos (P:C) em fun¢do do tempo de exposi¢do, foi observado na menor dose
de nano-TiO; testada (5.10” mol L™). Observamos que as variagdes observadas na razio P:C
tém implicagdes ecoldgicas importantes, uma vez que P:C relaciona-se ao equilibrio energético
nos ecossistemas aquaticos. Nesta pesquisa, testamos apenas nano-TiO,, no entanto, no
ambiente ha varias nanoparticulas que coexistem e 0s microrganismos sao expostos a esta
mistura de particulas simultaneamente, o que pode somar sobre os efeitos individuais.

Palavras-chave: toxicidade, proteinas, carboidratos, rendimento quantico maximo, hormesis
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Responses of Scenedesmus bijugus to TiO, nanoparticles at environmentally relevant

concentrations

ABSTRACT

Phytoplankton cells are base of aquatic food webs, so supporting higher trophic levels and
helping equilibrium maintenance in such ecosystems. As residues, nano-TiO; particles reach
aquatic environments where they pose risks to the biota. Literature is controversial about the
toxicity of nanoparticles to phytoplankton in general and most data obtained so far has been
based on nanoparticles concentrations well above those estimated to occur in natural aquatic
environments. Because nanoparticles size vary according to its concentrations, and its
toxicity and reactivity are largely dependent on its size, investigations of nanoparticles
toxicity at environmentally relevant concentrations are important for the understanding of
these compounds onto phytoplankton cells. On the contrary, investigations using higher
concentrations can be meaningless. This study aimed at investigating the effects of titanium
dioxide nanoparticles (nano-TiO,) at environmentally relevant concentrations (5.10” to 5.10°
® mol L") on the freshwater Chlorophyceae Scenedesmus bijugus. We present data of a
systematic investigation onto the effects of TiO, nanoparticles to Scenedesmus bijugus
focusing on its physiology under controlled laboratory conditions. We evaluated cell
density, chlorophyll a concentrations, growth rates, photosynthetic quantum yield of PSII
(®m) (PhytoPAM) and proteins:carbohydrates ratio in a 12 day culture experiment. The
results showed low toxicity of nano-TiO; to S. bijugus, but significant effects were detected.
Photosynthetic yield decrease was obtained at the highest exposure concentration tested
(5.10° mol L") at 72 h and 96 h, but cells recovered short after and no significant effects of
nano-TiO; on growth rates were detected. An hormesis effect was observed for the lowest
dose of nano-TiO; (5.10° mol L) tested, in which an increase in P:C ratio as function of
exposure time was obtained. Variations in P:C ratios have important ecological implications,
since they are related with the energetic balance in aquatic ecosystems. Here we tested only
nano-TiO,, however, in the environment several nanoparticles coexist and microorganisms
are exposed to this mixture of particles simultaneously, what can add on the individual
effects.

Keywords: toxicity, proteins, carbohydrates, maximum quantum yield, hormesis
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Desde os primoérdios da humanidade nota-se uma crescente busca pelo desenvolvimento
social, cultural, politico, cientifico e industrial. A nanotecnologia, considerada 4 revolucao
industrial (QUISPE, 2011), ¢ a constatacdo do poder intelectual humano otimizando o uso de
particulas minusculas para contribuir com benfeitorias a sociedade. As nanoparticulas (NPs)

-9 -7 . o o . ..
com tamanho entre 10~ ¢ 10" m encontram aplicagdes na produgdo de energia, em materiais
eletronicos, Optica, remediagdo ambiental, industria de alimentos e cosmética, ¢ na medicina,

dentre outras (JONER et al., 2008).

As nanoparticulas (ou nanomateriais) apresentam elevada area superficial, o que lhes
confere alta reatividade e propriedades caracteristicas (QUINA, 2004; NAVARRO et al.,
2008a; MARCONE, 2011; ELSAESSER ¢ HOWARD 2012) que contribuem para seus
multiplos usos. Uma das consequéncias desse uso ¢ sua entrada no ambiente, seja como residuo
da producdo ou do uso por consumidores. Nos ecossistemas aquaticos, as NPs, assim como
qualquer elemento ou composto, encontram ambiente propicio para rea¢des das mais diversas,
como complexacdo com constituintes organicos e inorganicos, adsor¢do em superficies e
intera¢dao com a biota.

Os ecossistemas aquaticos continentais ocupam uma pequena parte da superficie da
Terra, contudo é grande sua importancia para a sociedade (REBOUCAS et al., 2006). Apesar
disso, tais ecossistemas sdo muitas vezes usados como sistemas gratuitos de esgotamento
sanitario (ODUM et al., 2007) e industrial (COSTA et al., 2011).

A comunidade fitoplanctonica, constituinte dos ecossistemas aquaticos, ¢ formada por
microalgas e protistas fotossintetizantes que se distribuem pelo ambiente, desde que haja
penetragdo de luz. Na qualidade de produtores primarios, o fitoplancton constitui a base de
cadeias alimentares, suportando organismos de outros niveis troficos, fixando o CO, e
liberando o O,, processos que ocorrem durante a fotossintese (KAMPEL, 2003). Estudos
envolvendo tais organismos podem contribuir para o entendimento de mecanismos que ajudam
na manutencdo do equilibrio dos ecossistemas aquaticos e, consequentemente, fornecerdo
informacgdes para sua preservagao.

Considerando que as NPs apresentam elevada superficie de reacdo e que sdo cerca de
10> — 10° vezes menores que as células algais, cuja superficie é dotada de cargas e capaz de
reagir com diversos elementos (LOMBARDI et al.,, 2002), a interagdo entre esses dois
componentes, nomeadamente as algas e as NPs, pode afetar a dindmica fitoplactonica nos

ambientes aquaticos (NAVARRO et al., 2008a) e, consequentemente, o seu equilibrio.



Os impactos ambientais advindos do desenvolvimento nanotecnolédgico sdao ainda pouco
conhecidos (JONER et al., 2008) e pesquisas sobre as possiveis consequéncias ambientais
resultantes tanto de sua produ¢do, como também de seu descarte, sdo importantes para suportar
tomadas de decisdes e contribuir para o estabelecimento da legislacdo pertinente. Estima-se que
em 2014 aproximadamente 2,6 trilhdes de dodlares serdo investidos por empresas em projetos
nanotecnologicos (JONER et al., 2008), o que deve resultar em aumento expressivo desses
materiais no ambiente.

Segundo Paschoalino et al. (2010), os ecossistemas aquaticos sdo o principal
compartimento receptor dos nanomateriais e as pesquisas com organismos aquaticos traduzem
0s impactos que esses materiais podem exercer no ambiente, diferentemente de determinagdes
fisicas e quimicas, que sdo pontuais no tempo e no espaco. Entretanto, para que tais pesquisas
traduzam os impactos ocasionados pelas NPs, a concentracdo empregada nos estudos deve ser
representativa da existente no ambiente natural. A concentracdo de nano-TiO, presentes em
lagos e outros corpos aquaticos continentais é atualmente da ordem de 8,7.10° 2 2.10”7 mol L™,
segundo estimado por Mueller e Nowack (2008). Entretanto, os estudos dos efeitos toxicos de
NPs em microalgas utilizam concentragdes da ordem de 10° — 10° mol L' (ARUOJA et al.,
2009; HARTMANN et al., 2010; SADIQ et al., 2011; HE et al., 2012; ROHDER et al., 2014),
ou seja, muito acima daquelas encontradas no ambiente. Sendo assim, esta pesquisa se
distinguiu por buscar respostas fisiologicas do organismo em exposicdo cronica a
concentragdes ambientais de NPs, o que melhor representa a realidade das exposi¢cdes na
atualidade.

Assim, tendo Scenedesmus bijugus como organismo teste, esta pesquisa avaliou os
efeitos de nanoparticulas de didxido de titdnio (nano-TiO;) em concentragdes de 5.10° a 5.10°
mol L. Foram analisadas as respostas da microalga Chlorophyceae quanto & densidade celular
nas culturas, taxa de crescimento especifica, viabilidade celular, rendimento quantico maximo
do fotossistema II (Dy) e razdo proteinas:carboidratos em um periodo de exposi¢ao de 12 dias,
e.g., uma exposi¢do cronica em concentragdes ambientalmente importantes. Os resultados
obtidos mostraram que mesmo em concentracdes baixas, em comparagdo com aquelas
encontradas na literatura, o nano-TiO, afetou o aparato fotossintético. Mostramos também, que

apods 96 h de exposicao houve total recuperagao da microalga aos efeitos do nano-TiO,.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Historico da nanotecnologia

Atualmente conhecida como a nova revolu¢do industrial (QUISPE, 2011), a nanotecnologia
ndo surgiu de repente. Uma prova disso ocorreu em 1946, quando foi langado o primeiro
computador, chamado de ENIAC (Electronic Numerical Integrator and Calculator), que pesava
trinta toneladas e ocupava uma sala inteira e que no entanto, era menos eficiente que os atuais
equipamentos portateis. Contudo, 24 anos depois a revolu¢do nanotecnoldgica surgia através do
cientista americano Richard P. Feynman, pioneiro da nanotecnologia (TOMA, 2004). Em 1959,
seu discurso em “There's Plenty of Room at the Bottom”, foi proferido na reunido anual da
Sociedade Americana de Fisica, no Instituto de Tecnologia da Califérnia e foi considerado o

marco inicial na nanociéncia (FEYNMAN, 1959; PEREIRA, 2010; TOLOCHKO, [s.d.]).

Feynman nunca usou o termo nanotecnologia, que foi cunhado s6 em 1974 por Norio
Taniguchi da Universidade de Ciéncias de Toquio, como sendo um processo de separacio,
consolidacdo e deformacdo de matérias, &tomo por atomo ou por molécula (PEREIRA, 2010;
TOLOCHKO,[s.d.]). Doze anos depois, foi publicado o livro “Vehicles of creation: the arrival
of the nanotechnology era” por Kim Eric Drexley que, com ideias de estratégias
nanotecnologicas a partir de Feynmam (TOLOCHKUO, [s.d.]), vislumbou uma nova fronteira na

construcdao de nanomaquinas inteligentes (TOMA, 2004).

A partir das décadas de 1980 e inicio de 1990 houve uma série de descobertas e invengdes
que contribuiram para a evolu¢do nanotecnoldgica e, desde entdo, pesquisas e projetos t€ém se

intensificado (TOLOCHKO, [s.d.]).

Devido as propriedades peculiares dos materiais em escala nano, o uso das nanoparticulas
tem aumentado a cada ano, disponibilizando quantidade crescente desse material, tanto para o
ambiente quanto para o Homem. As aplicagdes das NPs nas areas médicas, espacial e
computacional, dentre outras, tiveram inicio mesmo antes de se fazer qualquer andlise

toxicologica, quer para a previsdo de riscos ambientais, quer para a saude humana.

No Homem, a distribuicdo das NPs dentro do corpo e 6rgdos €, na maior parte das vezes
desconhecida (HANDY et al., 2008; ELSAESSER e HOWARD 2012), mas sabe-se que essas
particulas podem ser transportadas adsorvidas em albuminas ou outras proteinas tipicamente

encontradas em fluidos corporais (HANDY et al., 2008) e, assim, distribuirem-se para 6rgaos e

3



tecidos, podendo ou ndo causar prejuizos a saude. No entanto, as consequéncias da exposi¢cao a
curto e longo prazo a saide humana nao sdo totalmente conhecidas. Em se tratando de efeitos
das NPs no ambiente e organismos ali presentes, ¢ ainda menor o conhecimento a cerca das
consequéncias de seu descarte/entrada em ecossistemas aquaticos. Nesse caso, o Homem
provavelmente sofreria as consequéncias em um periodo ainda distante, uma vez que as
concentragdes ambientais sao da ordem de 8,7.10"9 a2.107 mol L'l, segundo Mueller e Nowack

(2008).

2.2 Dioxido de Titanio (TiO,)

O titanio ¢ liberado na crosta terrestre por rochas igneas e sedimentares através de
intemperismo, tornando-o o nono elemento mais abundante (SANTOS, 2010; PEREIRA 2010),
cujas formas dominantes sdo o rutilo (TiO;) e a ilmenite (FeTiO;) (KAEGI et al., 2008). Dentre
seus compostos, o dioxido de titanio (95%) € o mais utilizado em tintas para a construgao civil

(SANTOS, 2010).

Segundo Pereira (2010) e Santos (2010), os minerais que contém oOxido de titdnio de
interesse econdmico sdo: ilmenita, leucoxénio, rutilo e, mais recentemente, o anatase e
perovskita, todos de origem ignea; ha também o mais raro chamado broquite. Na Figura 1 ¢

possivel observar algumas das formas minerais que contém 6xido de titanio.

O Brasil possui a quinta maior reserva de ilmenita mundial, além de deter as maiores

jazidas de titdnio na forma de anatase do mundo (SANTOS, 2010).

Figura 1 — Algumas formas minerais que contém oxido de titanio: a- ilemenita, b- anatase, c-
rutilo e d- perovskita. (Fonte: http://www.aldoroggiani.it/museo.htm e Google imagens.)



O mercado de extracao de didxido de titdnio (TiO;) ¢ crescente e o requerimento de
investimentos também. O investimento na mineragao de titdnio em 2009, foi de R$ 841.806,00
e estimou-se que em 2013 esse valor chegasse a R$ 1.650.006,00 (ANUARIO MINERAL
BRASILEIRO, 2010). O consumo de titdnio no Brasil est4 representado na Figura 2, de acordo
com Santos (2010).

Consumo de Ti no Brasil

m Tintas, esmaltes e vernizes = Siderurgia m Produg¢do de ferros-ligas m Outros

1%

36%

Figura 2 — Consumo de Ti no Brasil. (Adaptado de Santos, 2010).

A partir da década de 1920, quando o TiO, substituiu os pigmentos a base de chumbo, o
que hoje representa 70% da producdo destinada a esse setor (PEREIRA, 2010), iniciou-se um
crescente aumento de sua extracdo, sendo que atualmente o investimento em pesquisas também

tem aumentado, bem como a gama de finalidades para esse metal.

O uso no setor alimenticio, em laticinios, doces e coberturas tem aumentado
significativamente, Além disso, seu uso tem sido ampliado para outros produtos, como vegetais
secos, nozes, sopas e vinhos por retirar a umidade e o oxigénio (PEREIRA, 2010; ASSIS et al.,
2012). No entanto, seu uso tem sido indiscriminado e amplificado a cada dia, tanto que
recentemente, no Brasil, foi elaborada uma proposta de Projeto de Lei 1370/11 que proibe a
utilizacao de TiO, em alimentos; contudo, esta foi rejeitada ja que existe uma legislacdo da
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) que permite o uso da mesma, embora sem
especificar sua dose maxima diaria aceitdvel. Além disso, foi alegada a falta de embasamento

técnico para o potencial risco a saude e ao ambiente (http://www2.camara.leg.br/).



Diversas sdo as aplicacoes das NPs, e suas caracteristicas frente a radiagdo ultravioleta as
colocam como candidatas ideais para protetores solares, além de serem bastante utilizadas em
industrias de plasticos e tintas, pois previnem a descoloragdo e deterioragdo (Pereira, 2010) do

produto final.

As pesquisas com nanoparticulas também contribuem para o aumento das possibilidades de
utilizagdo das mesmas, principalmente por suas propriedades Opticas, magnéticas, elétricas, de
transporte, cataliticas e mecanicas que diferem do metal macroscopico (QUINA, 2004;

MARCONE, 2011). Algumas das diversas aplicacdes das nano-TiO, s3o apresentadas na

Figura 3.
Farmacos Sensores de gas
Capacitores Aditivosalimentares
Eletrodosde baterias Remediag¢do ambiental
Conversorde energia em células Agentes biolégicosde guerra
Degradagdo fotoquimica quimicostéxicos Residuosda purificacdo de dgua
nano-TiO,
Protegcao UV Porcelana
Catalisadores Cosméticos
Pigmento para tintas [ Aditivosem pldsticos
Atenuacaoda luz ultravioleta Agente de polimento
Célulaa combustivel de oxido solido Membranasinorganicas

Degradacao fotocatalitica de bactérias l Controladorde combustivel

Figura 3 — Aplicagoes das nanoparticulas TiO,.

2.3 Nanoparticulas e ambiente

As nanoparticulas presentes no ambiente sdo provenientes tanto de fontes naturais quanto
antropicas (OBERDORSTER et al., 2005; MARCONE, 2011). Sao consideradas fontes de
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nanoparticulas naturais as poeiras vulcanicas e atmosféricas, incéndio florestal, virus, ferritina,
sal marinho, ntcleos de gelo, solo, d4gua doce, dentre outros; e, as antropicas podem ser
originarias de o¢xidos metalicos, polimeros de fumo, carbono, produtos comerciais, etc.

(OBERDORSTER et al., 2005; HANDY et al., 2008; MARCONE, 201 1).

A nanotecnologia encontra-se em rapido desenvolvimento gracas as dimensdes das
nanoparticulas (10° a 10”7 m) e propriedades mecanicas, opticas, magnéticas e quimicas, que
sao diferentes dos equivalentes macroscopicos (MASCIANGIOLI e ZHANG, 2003; QUINA,
2004; MARCONE, 2011). A Figura 4 apresenta uma comparagdo entre estruturas nanométricas

€ micrométricas.

Essas particulas merecem aten¢do desde sua extracdo e consumo até o seu descarte que,
muitas vezes, ¢ inadequado. Isso pode disponibiliza-las para o solo, ar e, principalmente, para
os ambientes aquaticos (PASCHOALINO et al., 2010); justamente por isso estudos
toxicologicos tém aumentado a cada ano (MARCONE, 2011).

» KN i A ? _
> SO~ N XY * %3 _

1A 1nm 10nm 10pnm Tum 10pum

Nanoparticulas

&

Figura 4- Escala nanométrica e micrométrica.(Adpatado de Marcone, 2011)

O contato das nanoparticulas com os organismos de ambientes aquaticos, bem como com o
Homem (NAVARRO et al., 2008a; PASCHOALINO et al., 2010), tem sido alvo de pesquisas,
principalmente pela preocupagdo gerada na medida em que essas particulas dispersam-se no
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ambiente. Tal dispersdo e o consequente contato incontrolado destas com os seres vivos podem
ocorrer de forma direta, por ingestdo ou inalacdo, ou de forma indireta, via cadeia alimentar
(MARCONE, 2011; FORBE et al., 2011). O esquema apresentado na Figura 5 ¢ uma ilustragdo
do caminho das nanoparticulas e sua relacdo com os ambientes e organismos (UNITED
STATES ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2010). Apesar de simplista, o
esquema permite a inser¢ao de diversas rotas de dispersdo e possibilidades de interagdao das

nanoparticulas nos ecossistemas e saude humana.

nano-TiO,

Matéria-prima

! AN
Manufatura Ar
\’
Distribuicdo Agua
\’

Uso

\

Descarte

Biota Ecossistemas

> [ )

Populacao
Solo humana

/
ya

Contaminacgdo

N

Saude humana

Figura 5 — Esquema representativo do caminho das nanoparticulas segundo EPA (2010), a
partir da CEA (Comprehensive Environmental Assessment).

2.4 Estudos toxicologicos com as nanoparticulas

No planeta sdo produzidos, anualmente, mais de 3.000 mil compostos (SODRE et al.,
2007) e, inevitavelmente, muitos deles sdo descartados no ambiente sem qualquer tratamento
prévio, podendo tornarem-se toxicos a biota a eles exposta. Paralelamente a essa crescente
demanda desenvolveu-se a toxicologia, um ramo da ciéncia que estuda os efeitos de quimicos
manufaturados, antropogénicos e/ou naturais sobre organismos nos vdarios niveis de

organiza¢do (RAND, 1995).



Os estudos toxicoldgicos tendem a ser cada vez mais imprescindiveis, a fim de estabelecer
ferramentas para a regulamentacdo de compostos produzidos, além da importancia para a
formulagdo de legislagdes que viabilizem o desenvolvimento sustentavel. Além disso, qualquer
consequéncia ao ecossistema, prejudicial ou ndo, deve ser previamente conhecida antes da

comercializac¢do e uso de produtos que sdo lancados para o mercado consumidor.

Dentre os diversos compostos que sdo produzidos anualmente, as nanoparticulas
encontram-se em elevada expansdo devido as suas propriedades peculiares e amplo potencial
de aplicagdo (ANGENCIA BRASILEIRA DE DESENVOLVIMENTO INDUSTRIAL, 2011).
Segundo a Angéncia Brasileira de Desenvolvimento Industrial (2011) e ELSAESSER e
HOWARD (2012), os nanomateriais mais utilizados sdo: prata, carbono, zinco, silicio, titanio e

ouro, € sao empregados em maior numero na categoria saude e bem estar.

Em decorréncia deste amplo uso, iniciaram-se os testes de toxicidade tendo as
nanoparticulas como objeto a ser investigado. O nuimero de trabalhos que envolvem a
toxicologia das NPs aumentou de modo significativo de 1999 a 2008 (ANGENCIA
BRASILEIRA DE DESENVOLVIMENTO INDUSTRIAL, 2011). Ao pesquisar a base de
dados da Science Direct utilizando-se nanomaterials and toxicity como palavras de busca, nota-
se que para o periodo de 2003 a 2013 o numero de publicagdes passou de 20 para 2000,

aproximadamente, como pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1- Numero de trabalhos publicados em ecotoxicologia de

nanoparticulas na Science Direct no periodo de 2003 a 2013.

Ano de publicacdo Numero de trabalhos

publicados
2003 20
2005 100
2007 263
2009 600
2011 1.268
2013 2.184




Segundo HANDY et al. (2008), os estudos ecotoxicoldgicos com nanoparticulas sdo ainda
emergentes e muito ha que se adequar nessas investigagcdes, uma vez que para nanoparticulas,
tanto o tamanho como também o constituinte quimico de sua composicdo sdo aspectos

importantes a serem considerados.

No entanto, os testes toxicologicos realizados com NPs na atualidade utilizam
concentragdes muito acima das estimadas para ambientes aquaticos naturais (ARUOJA et al.,
2009; HARTMANN et al., 2010; SADIQ et al., 2011; HE et al., 2012; ROHDER et al., 2014).
Em geral, esses estudos usam concentragdes da ordem de 10 mol L, enquanto Mueller e
Nowack (2008) estimaram a concentra¢do de nano-TiO, e concluiram que sdo da ordem del0"
?/10°* até um maximo de 10”7 mol L™ para ambientes aquaticos continentais. Essa diferenca de
1000 vezes ou mais nas concentracdes pode atuar como fator impeditivo na transferéncia dos
resultados da pesquisa para situagdes reais. Observamos, ainda, que para o actmulo de
conhecimento sobre os efeitos de nanoparticulas no ambiente ¢ imprescindivel que as
concentragdes usadas sejam proximas aquelas que ocorrem nos ecossistemas aquaticos

naturais.

\

Em relagdo a ecotoxicologia, ¢ importante observarmos que nos ambientes naturais os
organismos estao expostos a diversos compostos, o tempo todo, que neles coexistem. Isso pode
levar a consequéncias amplificadas, ainda que seja para compostos com baixa toxicidade.
Salienta-se que atualmente os ambientes aquaticos tém sido locais de despejo para diversos
compostos, inclusive para as NPs, e por isso pesquisas sobre as consequéncias ambientais e a

biota sdo importantes para se obter uma correta avaliagdo de risco aos ecossistemas.

2.5 Algas e nanoparticulas

Segundo Paschoalino et al. (2010), dentre os ambientes receptores das nanoparticulas, os
ecossistemas aquaticos sao os principais, € no meio aquatico as NPs dispersam-se,

possibilitando elevada disponibilidade aos organismos e mobilidade no ambiente.

Nos ambientes aquaticos, o fitoplancton ¢ formado em grande parte por microalgas, cuja
paredes celulares podem ser consideradas como o primeiro local de possivel interagdo com as
NPs (YEUNG et al., 2009; HARTMANN et al., 2010; FAN et al., 2011, SADIQ et al., 2011).
As paredes celulares sdo semipermeaveis € o didmetro de seus poros varia de 5 a 20 nm,

podendo permitir a entrada de NPs menores até atingirem, finalmente, a membrana plasmatica
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e o interior celular (NAVARRO et al., 2008b). Segundo Navarro et al. (2008b), logo que as
NPs penetram nas células pode haver sua interacdo com organelas, assim interferindo nos
processos metabolicos. Isso, por sua vez, pode resultar na formacdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS). Além disso, Elsaesser e Howard (2012) mostraram que a estabilidade da

membrana celular pode ser afetada direta ou indiretamente, podendo resultar em morte celular.

A toxicidade de nanoparticulas ao fitoplancton ainda é pouco compreendida e alguns
trabalhos mostram que exposi¢do as mesmas pode resultar em danos nas superficies e
membranas celulares (YEUNG et al., 2009; HARTMANN et al., 2010; SADIQ et al., 2011), na
geracdo de espécies reativas do oxigénio (HE et al., 2012), na redug¢do da concentracdo de
clorofila a (SADIQ et al., 2011) e redugdo do crescimento (BAKER et al., 2013) e na alteragdo
na composicao de acidos graxos (KADAR et al., 2012). Enquanto uma grande parte dos
estudos e publicacdes com NPs mostram efeitos deletérios as microalgas e outros organismos
fotossintéticos, ha alguns que mostram estimulo no crescimento, como observado em Navarro
et al. (2008b) com nano-TiO,. Esses autores inferiram aumento de biomassa seca, de sintese de
clorofila a e do metabolismo geral em organismos fotossintetizantes mediante a presenca de
nano-TiO,. Essa duplicidade de efeito, ora estimulante e ora deletério, ndo ¢ ainda
compreendida e propomos que pode ser tanto devido ao parametro resposta que se analisa no

organismo, como também a dose de exposicao.

As microalgas, que sdo a base de cadeias alimentares nos ambientes aquaticos, podem ser
afetadas pelas NPs, segundo a literatura, o que pode resultar em disfungdes bioquimicas,
alterando os demais niveis troficos (SOUZA e KELLY 2000; KULACKI et al., 2012; BAKER
et al., 2013) e possivelmente o equilibrio desses ambientes. Logo, ¢ evidente que tais estudos
devam ser cada vez mais estimulados para buscar esclarecer as reais consequéncias aos

organismos frequentemente expostos as nanoparticulas.

Se as nanoparticulas podem ou ndo estimular o crescimento de microalgas e se isso ¢é
dependente da dose e como ocorre, sdo ainda fatores que necessitam ser investigados em
detalhe, empregando-se uma amplitude de concentragdo que inclua aquelas presentes nos
ambientes naturais. Nessa busca, ¢ um aspecto importante a resposta fisioldgica que se
investiga, uma vez que diferentes aspectos do metabolismo podem apresentar diferentes
sensibilidades para produtos toxicos especificos. E o caso da atividade fotossintética, pardmetro
de elevada sensibilidade para estudos de toxicidade no fitoplancton (LOMBARDI e
MALDONADO 2011).
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A Tabela 2 mostra uma sintese do que encontramos na literatura em relagdo a toxicidade

de nanoparticulas as microalgas, considerando a concentragdo usada e o parametro fisioldgico

analisado como resposta a exposi¢ao.

Tabela 2. Resumo das principais referéncias com estudos de nanoparticulas em microalgas.

Microalga Parametro analisado Concentragdo (mol L) Referéncia
Chlamydomonas Fotossintese 5.10°%¢ 107 Navarro et al. 2008a
reinhardtii

nano-Ag

Pseudokirchneriella Contagem celular 9.10%e¢ 1,1.10° Aruoja et al. 2009
subcapitata Fluorescéncia .

nano-Ti0O,
Pseudokirchneriella Fluorescéncia 7,2.10°-3.10" Hartmann et al. 2010
subcapitata nano-TiO,
Scenedesmus Fluorescéncia 6,26.10%-3,7.10° Cardinale et al. 2012
quadricauda

Produtividade primaria

Respiracado

nano-TiO,

Scenedesmus sp.

Absorbancia clorofila

3,6.10° -2.3.10°

Sadiq et al. 2011

nano-TiO,
Chatonella marina Contagem celular 2.10%-2.10" He et al. 2012
ROS nano-Ag

Anabaena sp

Rendimento fotossintético

1,2.10°-6,3.10™

Tang et al. 2013

ROS nano-Ti0O,
Densidade 6ptica
Chlamydomonas Rendimento fotossintético 5.10°-2,5.10* Rohder et al. 2014
reinhardtii ROS nano-TiO,
Morfologia celular
Scenedesmus Rendimento fotossintético 5.10°-5.10 Este estudo
bijugus Viabilidade celular nano-TiO,

Taxa de crescimento

Razao proteinas:carboidratos
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3. OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos de nano-TiO, em concentragdes de 5.107 a
5.10° mol L' na microalga Chlorophyceae de agua doce, Scenedesmus bijugus, em um periodo
de exposi¢do de 12 dias para cada uma das concentracdes. Para atingir este objetivo, utilizamos
culturas estanques sob condi¢des controladas de laboratério. Definimos a seguir os objetivos

especificos propostos para avaliagao dos efeitos de cada uma das concentragdes testadas.

Quantificar a biomassa (células mL™, viabilidade celular e clorofila a,) da microalga;
Quantificar o crescimento da microalga em cultura (taxa de crescimento);
Determinar o rendimento quantico maximo do fotossistema II (Dy);

Determinar a concentragdo de proteinas totais na microalga;

Determinar a concentragdo de carboidratos totais na microalga;

Determinar a razao proteinas:carboidratos na microalga;

Observar o numero de células por cendbios.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Caracterizacdo das nano-TiO;

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizadas nano-TiO, comerciais (n°® CAS
13463-67-7 - Sigma-Aldrich, Estados Unidos), cujo tamanho médio ¢ de aproximadamente 21
nm e 99,5% de pureza. A caracterizacdo das nano-TiO, foi realizada no Laboratorio de
Nanocaracterizagdo e Laboratorio Interdisciplinar de Eletroquimica e Ceramica da UFSCar,

Sao Carlos (SP, Brasil).

O diametro médio das particulas e sua cristalinidade foram obtidos por difracdo de raio-X,
utilizando-se o equipamento LAB X XRD — 6000 (Shimadzu, Japao), com radiacdo do anodo
de cobre, tendo sido o tamanho primdrio das particulas calculado pela equacao de Debye-
Scherrer segundo Gorelik et al. (1963). As fases de cristalito foram determinadas pelo calculo
da area da Gaussiana formada por cada fase através de céalculo da integral no programa

OriginPro 8.
Equagao de Debye-Scherrer:

K
D= ——""—
B cos(©)

Onde:

D = didmetro médio das particulas;

K = constante dependente da forma das particulas;

B = largura na metade da altura do pico da difracgao;

A = comprimento de onda da radia¢do eletromagnética e

0 = angulo de difragao.

A morfologia das nano-TiO; foi observada em microscopia eletronica de varredura (FEI-

Inspect F50, Estados Unidos) e microscopia eletronica de transmissdo (FEI-TECNAI G
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Estados Unidos). As amostras foram submetidas a ultrassom, e o agente de dispersdo utilizado
foi o etanol. A digestao do polimero da grade de cobre foi feita com acetona e cloroféormio. O

procedimento seguiu metodologia descrita em Sadiq et al. (2011).

A area de superficie especifica das nano-TiO; foi determinada no equipamento ASAP 2000
(Micromeritics, Estados Unidos), de acordo com metodologia descrita em Brunauer et al.
(1938). Para isso as amostras foram submetidas a temperatura de 90 °C sob vacuo, até
atingirem pressao de desgaseificagdo inferior a 6 umHg, e isotermas de adsor¢do de nitrogénio
a temperatura de -196 °C foram obtidas. O potencial zeta foi analizado no equipamento (Zeta

Plus Zeta Potencial Analyzer — BIC, Estados Unidos), tendo HCl e KOH como eletrolitos.

4.2 Organismo teste

Scenedesmus bijugus (Turpin) Kiitzing, uma microalga Chlorophyceae de agua doce,
oriunda da cole¢do de culturas de microalgas do Departamento de Botanica da Universidade
Federal de Sao Carlos (SP, Brasil), foi o organismo teste utilizado nesta pesquisa. O género
Scenedesmus frequentemente apresenta cendbios de 2, 4, 8 ou 16 células dispostas lado a lado,
de formato elipsoéide, cloroplastidio tinico por célula parietalmente e pirenoide mais ou menos
central em cada célula (BICUDO e MENEZES, 2005). A espécie usada apresenta normalmente
de 2 a 4 células por cenobio. A parede celular ¢ lisa, ndo apresenta espinhos e as dimensodes das

células variam de 7,30-7,83 x 2,61 um (FELISBERTO et al., 2001).

A matriz mucilaginosa pode ser ausente ou presente (http://www.algaebase.org/),
dependendo da espécie, sendo que a espécie estudada apresenta mucilagem. De acordo com
BICUDO e MENEZES (2006), esse género ¢ o mais cosmopolita de todos, sendo encontrados
em qualquer coleta de agua, sejam aguas oligo, meso ou eutroficas. Além disso, sdo
consideradas r-estrategistas devido a sua facilidade para colonizar o ambiente. Organismos
desse género sdo facilmente cultivados em laboratério e sdo frequentemente utilizados em

testes ecotoxicologicos (LOMBARDI et al., 2005).

4.3 Condicoes de cultivo

O cultivo da microalga foi mantido em meio de cultura L.C. OLIGO (ASSOCIATION

FRANCAISE NORMALISATION, 1980) duas vezes concentrado, tendo a concentracao de
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bicarbonato de sédio quadruplicada. Agua destilada foi usada para a preparagdo do meio, que
teve o pH ajustado para 7,0 e entdo autoclavado por 20 minutos em temperatura de 121 °C para
esterilizagdo. Apods 24 h da autoclavagem, o meio foi inoculado com células de S. bijugus
oriundas de cultura em fase exponencial de crescimento, tendo concentragdo inicial nas novas
culturas de 5.10% células mL". A manipulag¢io das culturas foi feita sob condi¢des assépticas,
em cabine de fluxo laminar (Veco, Brasil), apesar da cultura ser unialgal e ndo axénica. A
cultura foi mantida sob condigdes ambientais controladas e exposta a 132 pmol m™ s de
intensidade luminosa, fotoperiodo de 12:12 h (claro:escuro) e temperatura de 23 £ 1 °C
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2005). O tipo de cultivo utilizado
foi o estanque, no qual ndo houve reposi¢ao nutricional. Os experimentos tiveram a duragao de
288 h (12 dias), sendo que a partir do sexto dia a cultura se encontrava no fim da fase
exponencial e inicio da fase estaciondria. O cultivo se deu em triplicatas experimentais, em
frascos de policarbonato transparentes com capacidade para 1L e contendo 250 mL de meio de

cultura.

4.4 Teste ecotoxicologico

As dispersdes de nano-TiO, foram preparadas através de diluicdo serial em concentragdes
finais nos testes de toxicidade de 5.10'9; 10"8; 5.10'8; 10'7; 10% ¢ 5.10° mol L' a partir de
solugdes concentradas (10'6, 10, 10'4, 107 e 107 mol L'l) preparadas em agua deionizada,
previamente autoclavada, sendo que as solugdes das nanoparticulas foram preparadas em
cabine de fluxo laminar. O controle foi constituido apenas de meio de cultura e algas, sem
adicdo de nano-TiO,. Para evitar qualquer contaminacdo, o manuseio das particulas e das
culturas foi feito em cabine de fluxo laminar (Veco, Brasil), em ambiente filtrado e estéril.
Previamente ao momento da inoculacdo, as solu¢des foram sonicadas (sonicador ultrasonico-
DES500, Brasil) por 30 minutos, a fim de reduzir a aglomeragdo e sedimentacdo das
nanoparticulas (ARUOJA et al., 2009). Entretanto, nas concentragdes testadas, ndo deve haver
a formagao significativa de agregados, de acordo com os resultados apresentados em Shang et
al. (2014).

Para os bioensaios, a concentragio inicial de células de S. bijugus foi 5.10* células m L™
oriundas de cultura em fase de crescimento exponencial e cujo estado fisiologico foi
monitorado através de medidas de rendimento quantico maximo do fotossistema II. Sabe-se

que ap6s a metade da fase exponencial de crescimento, o rendimento quantico maximo pode
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apresentar queda de até 30% (LOMBARDI ¢ MALDONADO, 2011) e, por isso, todos os
indculos foram obtidos com trés dias de cultivo, garantindo alto rendimento quantico maximo
do fotossistema II para a biomassa a ser inoculada (®y ~ 0,70), a fim de garantir que os
cultivos estavam saudaveis. Na Figura 6 ¢ apresentada uma foto do cultivo em 96 horas de

exposicao.

Figura 6 — Fotografia do experimento em 96 horas. (feita pela autora).

Os materiais utilizados no cultivo da alga e nos experimentos de exposi¢ao ao nano-TiO,
foram previamente lavados com detergente neutro, mergulhados em solu¢do de HCl 10% por

sete dias e enxaguados abundantemente em agua destilada.

4.5 Monitoramento da biomassa

O monitoramento da biomassa foi feito a cada 24 h a partir do primeiro dia de exposi¢ao
ao nano-TiO; até 96 h e, posteriormente, a cada 48 h até o 12° dia experimental. O crescimento
dos cultivos foi acompanhado através da contagem do nimero de células em hemocitometro
(Fuchs-Rosenthal espelhada), sob microscopio optico (Leica, Alemanha) e em objetiva com
aumento de 40 vezes, desde o dia da inoculagdo até o final da fase de crescimento
exponencial/inicio da fase estacionaria. Durante as contagens monitorou-se também o niimero
de células por cendbio, que pode ser considerado um indicador precoce de toxicidade
(LOMBARDI et al., 2005).

A viabilidade celular foi obtida seguindo-se metodologia descrita em Agusti e Sanchez
(2002), que envolve a digestdo de células em desequilibrio homeostatico utilizando as enzimas
DNAse I e Trypsina. A cada 48 horas a viabilidade celular foi mensurada através de contagem

em hemocitometro (Fuchs-Rosenthal espelhada) até o fim do experimento.
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A concentracdo de clorofila a in vivo foi mensurada em fluorimetro (Turner Designs-
Trilogy, Estados Unidos) e foi obtida através de curva de calibragdo, tendo como varidvel
dependente a intensidade de fluorescéncia e independente a concentragdo de clorofila a extraida
de cultura de Chlorella sorokiniana em fase exponencial de crescimento. Foi mensurada a
densidade optica no comprimento de onda 684 nm (espectrofotometro Femto 800 XI, Brasil). O
pH (pHametro Hanna, Brasil) das culturas foi monitorado em cada dia de amostragem.

O rendimento quantico méaximo do fotossistema II foi obtido apds a adaptacdo das células
por 20 minutos ao escuro e determinado através de fluorescéncia modulada, usando um
equipamento PHYTO-PAM (®Heinz Walz GmbH, Alemanha). Antes da medida da atividade
fotossintética o branco da amostra de cada tratamento foi obtido através de filtragem da cultura
em filtros de membrana de éster de celulose mista com 0,2 um de diametro de poro (Millipore).
O rendimento quantico maximo do fotossistema II das células adaptadas ao escuro foi
fornecido pelo equipamento, ¢ equivale ao calculo obtido da aplicagdo da formula abaixo

(LOMBARDI e MALDONADO, 2011).

q (Fm — Fo)
) - —_—
M Fo

Onde:
Fum = fluorescéncia maxima das células adaptadas ao escuro;

Fy - rendimento inicial constante de fluorescéncia das células adaptadas ao escuro.
4.6 Andlise bioquimica

A determinac¢do da concentracdo de proteinas e carboidratos totais foi feita de acordo com
as metodologias de Bradford (1976) e Liu et al., (1973), respectivamente. A extragdo de
proteinas foi realizada segundo Rausch (1981). Essas analises bioquimicas foram realizadas no
quarto dia (96 horas), no oitavo dia e no décimo segundo dia de exposi¢do ao nano-TiO, e
também para os controles. Para as andlises de proteinas e carboidratos foram coletadas 10 mL

de amostra que foram centrifugadas a 4.400 rpm por 15 minutos para cada uma das
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biomoléculas. O filtrado foi descartado e o material peletizado ao fundo foi congelado. As
proteinas totais foram quantificadas usando o método de Bradford (1976) com serum de
albumina bovina (BSA) como padrdo de proteina. A absor¢do das amostras foram obtidas em
espectrofotometo (Femto 800 XI, Brasil), em comprimento de onda de 595 nm. A quantidade
de carboidratos intracelulares foi determinada usando-se o método modificado de Liu et al.,
(1973), baseado no método do fenol - acido sulfurico, tendo glicose como padrdo. A absorcao
das amostras foram determinadas em A de 485 nm, obtida em espectrofotdmeto (Femto 800 XI,
Brasil). As curvas de calibracdo para a determinag@o de proteinas e carboidratos sdo mostradas

nas Figuras 7a e 7b, respectivamente.
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Figura 7 — Curvas de calibragdo. Figura 7a: curva de calibrag¢do para concentragdo de
proteinas. A reta de regressdo obtida foi: y = 0,0221x + 0,0034. O ajuste (R’) foi de 0,995.
Figura 7b: Curva de calibragdo para concentra¢do de carboidratos. A reta de regressao
obtida foi: y = 0,0093x + 0,0649. O ajuste (R°) foi de 0,994.
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4.7 Analise estatistica

Para os resultados de densidade populacional, viabilidade celular, clorofila a e rendimento
quantico maximo do fotossistema II foi utilizado o programa OriginPro 8.5 para os testes de
normalidade e homogeneidade. Para o teste de Tukey e ANOVA foi utilizado o programa
Sisvar, versao 5.3. Para a elaboragdo dos graficos foram utilizados os programas OriginPro 8.5,

Microsoft Office Excel 2007 e Igor Pro.
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5. RESULTADOS

A caracterizagdo das nano-TiO, usadas neste estudo, importante para confirmar as
especificagdes do fabricante, ¢ apresentada nas Figuras 8 e 9. Os resultados confirmaram as
especificagdes do fabricante e mostraram que aproximadamente 82% das nano-TiO, estavam
presente como anatase € 18% como rutilo. O tamanho médio das NPs variaram de 10-50 nm,
sendo que esta variacdo ndo ¢ significativa para afetar o resultado. Os graficos de cristalinidade,
tamanho primario e potencial Zeta sdo mostrados nas Figuras 8a e 8b. Observa-se que a area de
superficie especifica foi de 45,60 m*.g™", o potencial zeta foi de |25| e na amplitude de pH 2.5 -
3,5 houve maior agregacdo, no entanto, considerando que as culturas permaneceram em

amplitude de pH 6,8 a pH 7,8 a agregac¢ao foi baixa.
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Figura 8- Caracterizagao das nanoparticulas de TiO,. Figura 8a (superior) mostra o tamanho

primario de nano-TiO; e 8a (inferior) a cristalinidade. Figura 8b apresenta o potencial Zeta.
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A morfologia e topologia do nano-TiO,, observadas através de microscopia eletronica de

transmissdo e de varredura sdo visualizadas nas Figuras 9a, 9b, 9¢ e 9d.

200 nm

Figura 9 — Microscopia eletréonica das nano-TiO; usadas nesta pesquisa. Figuras 9a e 9b
mostram a microscopia eletronica de varredura (MEV) e Figuras 9c e 9d microscopia

eletronica de transmissdao (MET).
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O grafico do pH em funcao do periodo experimental pode ser visto na Figura 10, nds nao
obtivemos diferencga significativa (ANOVA, p > 0,05) entre os tratamentos ao longo do periodo

experimental.

0 2 4 6 8§ 10 12
Tempo (dias)

6,0

Figura 10 — pH do controle e dos tratamentos em fun¢do do tempo experimental. Simbolos

utilizados: m controle; 0 5.10°: A 10°: 45.10° @ 107: 0 10°: *5.10° mol L.

O ntmero de células por cendbio, monitorado durante os experimentos, nao foi
significativamente influenciado pela presencga dos nano-TiO,.

A curva de crescimento populacional para todos os tratamentos e controle ¢ mostrada na
Figura 11. A Anadlise estatistica (ANOVA, p > 0,05) confirmou que ndao houve diferenca
significativa entre a densidade celular do controle e dos tratamentos com nano-TiO,, exceto em
96 h de exposi¢do, quando a densidade populacional foi afetada pelas NPs, reduzindo em 6% a
populacdo de Scenedesmus bijugus. As taxas de crescimento dos tratamentos ndo diferiram das
obtidas para os controles (ANOVA, p > 0,05), como pode ser observado através dos dados
apresentados na Tabela 3. Os valores de concentragdo de clorofila a, apresentados na Figura 12,
também foram similares entre o controle e os tratamentos com nano-TiO,, exceto para a
concentragio mais elevada (5.10° mol L™), cujo valor foi menor. A Figura 13 mostra os
valores da absorbancia em funcao do tempo experimental. Observa-se que a concentragdo de

-6 1 . . . "
5.107 mol L™ de nano-TiO,, foi suficiente para aumentar a absorbancia da amostra em todos os
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pontos experimentais. Isso sugere ter havido a formacdo de agregados de nano-TiO,, assim
reforgamos aqui a importancia das medidas de densidade celular reportadas em numero de

c¢lulas por mL.

Densidade Celular (Log células mL'1)

Tempo (dias)

Figura 11 — Curvas de crescimento para o controle e os tratamentos em fungdo do tempo
experimental (dias). Simbolos representam os diferentes tratamentos: m controle; 0 5.10°; A

10%: 45.10% @ 107: 0 10°: *5.10° mol L.

Tabela 3 — Taxas de crescimento para os controles e as concentragoes.

[nano-TiO:] mol L-1 Growth rates (u) (d-1)

0 1.06 £ 0,02
5109 1.06 =0.05
1.10-8 1.09+0.10
510 1.05+0.07
1.107 1.04 £0.04
1.10-6 1.01 =005
5.106 1,07 +0,02

24



Clorofila a (mg L")

0I2I4I6 8I10I12I14
Tempo (dias)

Figura 12 — Concentra¢do de clorofila a (mg L) em fun¢do do tempo experimental.

Simbolos: m controle; 0 5.10°: A 10°- A5.10%: @ 107: 0 10°: *5.10° mol L.

Absorbancia 684nm (U.A.)

0 2 4 6 8 10 12
Tempo (dias)
Figura 13 — Absorbdncia no comprimento de onda 684 nm para o controle e dos

tratamentos em funcdo do tempo experimental. Simbolos utilizados: m controle; 0 5.10°; A

10%-4510% @ 107: 0 10°: *5.10° mol L.
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A Figura 14 mostra o rendimento quantico maximo em funcdao do tempo experimental.
Observamos que para a maior concentraco testada, 5.10° mol L™, houve reducdo gradativa do
rendimento quantico até 96 h, atingindo neste momento, o menor valor (0,51 U.A.), 23% menor
do que o controle (ANOVA, p < 0,05) no mesmo periodo. Contudo, ap6s a partir do 6° dia,
houve recuperacdo da microalga a presenca do nano-TiO,, detectada através do aumento nos

valores do rendimento quantico, que foram entao similares ao controle (ANOVA, p > 0,05).

0 2 4 6 8 10 12
Tempo (dias)

Figura 14 — O rendimento quantico maximo do fotossistema Il (U.A.) em fungdo do tempo
experimental (dias) para as vérias concentragdes de nano-TiO; (mol L) e controle. Simbolos:

m controle; 0 5.10°: A 10°%: 45.10° @ 107: 0 10°; *5.10°.
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O rendimento quantico maximo do fotossistema II para 96 h de exposicao em fungdo da
concentracdo do nano-TiO; esta apresentado na Figura 15. Confirmamos o decréscimo
significativo do rendimento quantico apenas na maior concentracdo testada. Em menor
intensidade do que os efeitos sobre o rendimento quantico, a densidade populacional também

sofreu com a presenca das nano-TiO; em 96 h, ficando 6% menor em relagdo ao controle.

0.70F : ' : .
0.65F S T 3 S GRRRE { _____ .
<
S 060F .
=
I
0.55|- .
0.50k . . . o
9 8 7 I 5

Log [Nano-TiO,] mol L

Figura 15 — Rendimento qudntico maximo do fotossistema Il (U.A.) em fungdo da

concentragdo de nano-TiO; em 96 h de exposigdo. A linha a tracejada representa o controle.

A Figura 16 mostra os resultados de viabilidade celular. Na figura 16a sdo mostrados os
valores para os tratamentos em 96 horas de exposi¢do e na figura 16b os valores em fun¢do do
tempo experimental para todos os tratamentos. Observa-se uma tendéncia de redugdo da
densidade de células vivas com o aumento da concentracao de nano-TiO, em 96 horas de
exposicdo (Figura 16a). Entretanto, observamos que h4 uma aclimatagao celular, aumentando o
numero de células viaveis em fung¢do do tempo experimental apds as 96 horas de exposi¢ao. A
analise estatistica realizada mostrou haver diferenca significativa entre o cultivo controle (sem
adicdo de nano-TiO,) e os expostos as concentracdes de 10%, 107 ¢ 5.10° mol L' de

nanoparticulas (ANOVA, p < 0,05) para 96 horas de exposi¢ao.
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Figura 16 — Viabilidade celular. Figura 16a: Células vivas (células mL™) apresentadas em

fungdo da concentragdo de nano-TiO; em 96 h e na figura 16b em fun¢do da concentragdo de

nano-TiO; para 96 h (barra cinza), 192 h (barra listrada) e 288 h (barra preta) de exposigdo.
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Na Figura 17 sao mostrados os valores obtidos para a razao proteinas:carboidratos (P:C) na
biomassa para os varios tratamentos em 96 h, 192 h e 288 h de exposicao. Em geral, observa-se
uma queda (ANOVA, p < 0,05) na razdo proteinas:carboidratos em fun¢do do tempo
experimental para todos os tratamentos, exceto na menor concentracao testada, 5.10” mol L

onde se observa aumento desta razao.
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Figura 17- Razdo proteinas:carboidratos (pg/célula) em funcdo da concentragdo de nano-TiO;

para 96 h (barra cinza), 192 h (barra listrada) e 288 h (barra preta) de exposigdo.
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6. DISCUSSAO

As nano-TiO, usadas nesta pesquisa apresentaram predominio de particulas esféricas ou
cuboides, variando de 10 a 50 nm, com 82% na fase anatase, resultados que estdo em acordo
com os reportados em Dalai et al. (2013) e Hartmann et al. (2010) para esse mesmo material.
Handy et al. (2008) discutem sobre a importincia da caracterizagdo dos nanomateriais para
estudos de ecotoxicologia, enfatizando a necessidade de selegdo de materiais que tenham o
minimo de diferenca quanto ao tamanho das particulas. O predominio da fase anatase sobre a
fase rutilo observado no presente estudo pode significar diferentes reatividades no meio,
induzindo possivelmente a diferentes respostas, como apresentado em Yang et al. (2007).
Esses autores mostraram que foi a forma nanoanatase do TiO, a mais atuante sobre o
metabolismo do nitrogénio em espinafre, estimulando a fotossintese e aumentando as massas
fresca e seca do vegetal.

As imagens de MEV e MET das particulas, como recebidas do fabricante, confirmam sua
forma e ficou demonstrada a possibilidade de formacao de aglomerados. Entretanto, Dalai et al.
(2013) relatam que a formagao de agregados ¢ significativa somente em solucdes da ordem de
10° - 10® mol L™ e, segundo esses autores, seria insignificante a formagdo de agregados nas
concentragdes usadas nesta pesquisa (10° - 10° mol L™). A importincia do conhecimento
quanto a formagdo de agregados em estudos de ecotoxicologia reside no efeito dessas
formagdes sobre a toxicidade do material, uma vez que alterando a dimensao havera alteragao
da superficie de contato, reagdes e propriedades (HASSELOV et al., 2008).

No presente estudo, as nano-TiO, mostraram-se em geral de baixa toxicidade para S.
bijugus. A similaridade entre as taxas de crescimento para as diferentes concentragdes de nano-
Ti0; e o controle (ANOVA, p > 0,05) permitiu o calculo de uma unica taxa de crescimento,
obtendo-se o valor médio de 1,05 + 0,03 d!'. Esse valor foi trés vezes superior ao encontrado
para outras espécies de Scenedesmus sob situacdes de crescimento ideais. Rocha et al. (2014)
obtiveram taxa de crescimento de ~ 0,4 para S. quadricauda; Liu et al. (2010) analisaram o
crescimento de S. obliquuos e obtiveram taxa de crescimento de 0,70 d”', enquanto Ho et al.
(2014) encontraram um valor de 0,83 d”' para essa mesma espécie. Considerando que a taxa de
crescimento ¢ espécie-especifica, tal variagdo pode ser esperada, mas nossos resultados
mostraram que, apesar da taxa de crescimento refle o metabolismo da microalga de modo
holistico, esse parametro ndo foi um indicador sensivel para avaliar os efeitos do nano-TiO,,
assim como obtido por Kulacki e Cardinale (2012) em que nao obtiveram efeitos significativos

sobre as taxas de crescimento algal em concentragdes ambientais.
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De acordo com a literatura, as nanoparticulas podem tanto resultar em inibi¢do do
crescimento e de aspectos do metabolismo (ARUOIJA et al., 2009; HARTMANN et al., 2010;
GUBINS et al., 2011; CARDINALE et al., 2012), como também em estimulo dos mesmos
(JUHEL et al., 2011; KADAR et al., 2012; FEIZI et al., 2013; SAN et al., 2014). Usando o
rendimento quintico maximo do fotossistema II (®y) como resposta a exposi¢do de
nanoparticulas na macrofita Lemna minor, Juhel et al. (2011) detectaram aumento no valor
do @y, enquanto Gubbins et al. (2011) obtiveram inibi¢do. Em comum, a maioria desses
estudos mostra que, em microalgas, o efeito toxico de nanoparticulas ¢ detectado em
concentracdes da ordem de 10° - 10 mol L' (TANG et al. 2013; RGHDER et al. 2014).
Nessas concentragdes observa-se, segundo Aruoja et al. (2009), a presenca do efeito de
agregamento das particulas, o que significa o acréscimo de um fator sem controle do
experimentador que, possivelmente, poderd influenciard sobre a toxicidade do material.
Observamos aqui que a amplitude de concentragdo de 10~ - 10 mol L™ ndo é encontrada no
ambiente natural. Acrescentamos ainda que sdo raros os estudos que utilizam concentracdes
passiveis de serem encontradas no ambiente (vide Tabela 2), onde os efeitos que as
nanoparticulas exercem sdo ainda pouco conhecidos.

A redugio de 23% no @y para S. bijugus exposta & 5.10° mol L™ de nano-TiO,, detectada
neste estudo, confirma a elevada sensibilidade do @y como pardmetro para a deteccdo de
efeitos toxicos de diversos agentes (CAMPOSTRINI 1997; JUNEAU 2007; LOMBARDI ¢
MALDONADO 2011; GARRIDO et al., 2013) e concorda com varios outros estudos da
literatura. Segundo Juneau et al., (2002) e Lombardi e Maldonado (2011), valores em torno de
0,65 — 0,70 representam microalgas em situacdes saudaveis, sendo que esses valores foram
obtidos tanto para o cultivo controle, quanto para os tratamentos com nano-TiO,, exceto para a
concentragio de 5.10° mol L.

Nossos resultados discordam dos apresentados em estudo sobre a eficiéncia fotossintética
de Lemna minor exposta a nanoparticulas de Ag em Gubbins et al. (2011). Os autores
mostraram a inibicdo do @y, sendo a resposta proporcional a dose e tempo de exposi¢do, com
maior toxicidade observada quando o organismo foi exposto por mais tempo. Esta pesquisa
mostrou adaptagdo da microalga a presenca do nano-TiO, que, apds 96 h de exposicao,
recuperou sua capacidade fotossintética, detectada através de aumento do @y, que assumiu
valores similares ao do controle. Essa diferenca entre os resultados de Gubbins et al., (2011) e
os nossos pode ser devida a presenca de ions Ag(I) detectados no meio, nos estudos daqueles

autores. Outro estudo (NAVARRO et al., 2008a) sobre a toxicidade de nanoparticulas de Ag ao
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fitoplancton confirmou a importancia dos ions Ag na toxicidade dessas nanoparticulas. Similar
aos nossos resultados sobre reducdo da ®y em concentragao de 5 10° mol L de nano-TiO,,

Navarro et al. (2008a) obtiveram redugio da @y em concentragdes de 5.10° mol L™ de nano-
Ag.

Os resultados deste estudo concordam com os de Tang et al. (2013), com relacdo a inibigdo
do rendimento quantico, mas ndo com a concentracdo em que o efeito foi observado. Tang et
al. (2013) expuseram a cianobactéria Anabaena sp. a nano-TiO, em amplitude de concentragdo
de1-50mgL"(1,2.10° — 6,3.10* mol L) e obtiveram inibi¢io na biomassa e no @y acima
de 10 mg L™ (1,2.10* mol L"), mas nenhum efeito foi obtido em concentragdes menores. Os
nossos resultados mostraram inibi¢ao do mesmo parametro em concentragdo cerca de 20 vezes
menor do que o obtido pelos autores. Isso pode indicar que Chlorophyceae pode ser um grupo
mais sensivel as nanoparticulas de TiO; do que as Cyanophyceae.

Rohder et al. (2014) mostraram que nanoparticulas de CeO,, em amplitude de
concentragio de 5.10° — 2,5.10 mol L™ inibiram o ®y em Chlamydomonas reinhardtii. Os
autores creditaram aos inos de Ce’” a internaliza¢io nas células e toxicidade & microalga.

Com base nesses resultados, concluimos que o nano-TiO, € capaz de afetar a eficiéncia
fotossintética em microalgas, tal qual o fez com S. bijugus em concentragdes tdo baixas quanto
5.10° mol L™, ¢ que devido ao Ti ser considerado elemento inerte, provavelmente a toxicidade
exercida esta relacionada ao tamanho do material € ndo a evenetuais ions liberados. Entretanto,
para ter essa certeza seria necessario uma investigagao testando os ions Ti em solugao.

A biomassa final, no tratamento 5.10° mol L™ nano-TiO, deste estudo, mostrou que o
crescimento de S. bijugus foi inibido em ~ 6 % apo6s 96 h de exposicdo, enquanto que nas
concentragdes menores a biomassa em 96 h foi similar &4 encontrada no controle (ANOVA, p <
0,05). Estes resultados concordam com a maioria dos resultados apresentados na literatura
sobre a reducdo da biomassa de microalgas, mas discordam em relagdo a concentracdo em que
o efeito foi obtido. Enquanto este estudo foi realizado utilizando concentragdes de 5.107 - 5.10°
% mol L', na maioria dos estudos apresentados na literatura os outores empregam concentragdes
maiores e amplitude de concentracio que exclui as ambientais (10® - 10”7 mol L) estimadas
para ambientes aquaticos, segundo Mueller e Nowack (2008).

Estudando os efeitos do nano-TiO, em microalgas, Aruoja et al. (2009) mostraram que 5,8
mg L™ (7.10° mol L) reduziu em 50% a populagdo da Chlorophyceae Pseudokirchneriella
subcapitata, enquanto que Hartmann et al. (2010) obteviveram o mesmo efeito para a mesma

alga em concentra¢des mais elevadas, de 71,1 mgL™" (9.10 mol L™). A concentragio usada por
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Arouja et al. (2008) foi 14 vezes maior do que as utilizadas nesta pesquisa, enquanto as de
Hartmann et al. (2010) foram 180 vezes maiores do que as nossas. Assim, extrapolamos que a
maior inibi¢do observada por esses autores pode ser devido a maior concentragdo por eles
utilizada, o que ndo ¢ compativel com a realidade.

Enquanto a biomassa de S. bijugus, neste estudo, foi reduzida em 6 % em 5.10° mol L™
nano-TiO,, Sadiq et al. (2011) obtiveram inibi¢do de 50 % da biomassa em concentracido de
16,1 mg L™ (2.10* mol L") para culturas de Scenedesmus sp.

Em geral, os resultados do presente estudo estdo de acordo com os reportados em Kulacki
et al. (2012). Os autores analisaram os efeitos de nano-TiO, em S. quadricauda e observaram
que em 10° mol L' de nano-TiO,, a toxicidade foi baixa e indetectavel. Cardinale et al. (2012)
estudaram trés cloroficeas de dgua doce, dentre elas a S. quadricauda exposta a amplitude de
concentragdo de 6,2.10* a 3,7.10° mol L e obtiveram reducio de crescimento para as trés
espécies, e S. quadricauda também apresentou inibicdo na fotossintese. Esses resultados
sugerem que o nano-TiO, pode suprimir o crescimento de microalgas, € que isso pode ser
manifestado sob diferentes pardmetros do metabolismo, podendo ou ndo ser detectado,
dependendo da espécie em estudo, da concentracdo testada e do parametro que ¢ usado para a
deteccdo do efeito.

A Analise da viabilidade celular mostrou uma tendéncia de reducdo das células vivas
quanto maior fosse a concentracdo de nano-TiO, para 96 h de exposi¢do, sendo este efeito
significativo apenas nas concentragdes de 10® 107 ¢ 5.10° mol L' (ANOVA, p < 0,05).
Quanto a exposicao cronica, os resultados confirmam possivel aclimatacdo dos cultivos as
nano-Ti0;. Esta aclimatacao pode ter ocorrido tanto como resultado da fisiologia celular, como
também por associacdo das nanoparticulas a materiais organicos liberados pela microalga.
Segundo Thio et al. (2011) a matéria organica natural desempenha um papel importante na
determinagdo da mobilidade de nano-TiO, em matrizes aquosas naturais. Esse efeito pode ter
favorecido a redugdo de seus efeitos na microalga S. bijugus a partir do sexto dia.

Tang e Dobbs (2007) sugerem que medidas de viabilidade celular em algas sob estresse de
poluentes podem complementar os resultados da exposi¢do a agentes toxicos e fornecer um
diagnéstico mais realista da exposi¢do, uma vez que medidas de biomassa ndo diferenciam
células vivas de células mortas. Agusti et al. (2006), estudando viabilidade celular em
comunidade fitoplanctonica de 4gua doce, inferiram que o método de digestao celular ¢ efetivo
em comunidades fitoplanctonicas complexas, pois proporciona uma avaliacdo da dindmica

populacional, como estrutura, estabilidade e perturbacdo. A aplicacdo da viabilidade celular em
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estudos toxicoldgicos vem complementar as informagdes obtidas e, com isso, tal analise tem
sido realizada com maior frequéncia nos estudos de toxicidade. A quantificacao de células
vivas e mortas em populacdes ocednicas naturais mostrou haver inducdo de morte celular
causada por exposicdo a Cd e Pd, mas ndo resultou em declinio substancial da populagdo
estudada (ECHEVESTE et al., 2010). Utilizando Hg, Cd e Pb em ensaios de toxicidade,
Echeveste et al. (2014) analisaram a viabilidade celular e obtiveram elevada variabilidade na
sensibilidade do fitoplancton para os trés metais testados. Os autores mostraram que, em alguns
casos, o aumento foi moderado ou indetectavel, significativo com o aumento das concentragdes
dos metais, mas também foi observada morte celular em baixas concentragdes de metais. O
trabalho de Lasternas et al. (2010) mostrou que a viabilidade do fitoplancton e bacterioplancton
aumentaram conforme aumentou a disponibilidade de fosfato no Mar Mediterraneo. Esse tipo
de andlise precisa ser ainda aprimorada, pois, segundo dados da literatura, hd muitos problemas
relativos ao rompimento da parede celular para a penetragdo dos corantes ou outros reagentes,
fato que poderia levar a resultados nao representativos da realidade (ZETSCHE e MEYSMAN,
2012).

Sabe-se que a razdo proteinas:carboidratos (P:C) ¢ considerada um indicador do estado
fisiol6gico em microalgas e, segundo Kilham et al. (1997) e Lai et al. (2011), reflete estresse
por limitacdo de nutrientes. A diminui¢do da razdo P:C em funcdo do tempo experimental
obtida neste estudo seguiu o padrdo usual obtido para cultivos estanques, no qual ndo ha
reposicao nutricional e ndo se relacionou a presenc¢a de nano-TiO,. Essa redu¢do concorda com
os resultados apresentados em Rocha et al. (2014), que mostraram diminui¢do da razdo P:C
com o tempo em cultivos estanques de Scenedesmus quadricauda. Entretanto, quando exposta
45.10° mol L de nano-TiO,, a menor concentragdo da nanoparticula testada nesta pesquisa, S.
bijugus apresentou aumento na razao P:C conforme aumentou o tempo de exposicao, sugerindo
a ocorréncia de um estimulo metabolico que foi confirmado através da maior densidade
populacional em 96 h de exposi¢do, na concentracio mais baixa (5.10° mol L™"). O aumento da
razdo P:C deveu-se a reducdo da sintese protéica e, por tanto, ndo havia déficit nutricional,
mesmo no fim do experimento. Esse estimulo obtido para a concentragdo mais baixa testada
sugere a ocorréncia de efeito hormesis, caracterizado por estimulo metabolico em baixa
concentracdo do toxicante, ao contrario da inibigdo metabdlica que ocorre sob exposicao a
doses maiores (MATTSON, 2008), como no caso do efeito em 5.10° mol L™

Nossos resultados mostraram que as nano-TiO, exerceram efeito significativo sobre a

razdo P:C (ANOVA, p < 0,05). A condicao saudavel do controle ¢ confirmada pelos valores de
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rendimento quantico obtidos neste estudo. A composi¢ao nutricional de organismos base de
cadeia alimentar ¢ importante para os que deles dependem e para o equilibrio dos ecossistemas
aquaticos. O estudo de SOUZA e KELLY (2000) mostrou que a microalga marinha Tetraselmis
suecica, com altas concentragdes de carboidrato, mas baixas de proteinas e lipidios ndo foi uma
dieta nutritiva para larvas do camardo Penaeus semisulcatus. Os autores concluiram que isso
foi devido a baixa razdo P:C, sugerindo que as alteragdes na dieta dos organismos sao
transferidas via cadeia alimentar, interferindo no balancgo energético dos ecossistemas.

De modo geral, o presente estudo mostrou que, em concentragcdes ambientalmente
relevantes, o nano-TiO, causou modificagdes metabolicas em S. bijugus. Em 5.10° mol L™
houve estimulo metabdlico detectado através do aumento da densidade populacional e aumento
da razdo proteinas:carboidratos, mas em concentracdo de 5.10° mol L' houve inibicdo,
detectada através do rendimento quéantico do fotossistema II e reducdo da densidade
populacional. Concluimos que, por serem as microalgas organismos base de cadeias
alimentares e fundamentais para o funcionamento e equilibrio dos ecossistemas aquaticos, o
descarte de nano-TiO, deve ser mais profundamente avaliado, pois o metabolismo energético
desses ambientes pode ser afetado. Deve-se ainda considerar a presenca de outras
nanoparticulas e efeitos aditivos resultantes de possiveis interacdes com outros elementos
presentes no ambiente natural. Reforcamos que mais estudos com nanoparticulas em
concentragdes ambientalmente relevantes devem ser realizados, uma vez que ha alteracdes de
propriedades dessas particulas em concentragdes elevadas que nao representam a realidade

ambiental.
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. CONCLUSOES

Os parametros mais sensiveis para deteccdo de efeitos dos nanomateriais em S. bijugus
dentre os analisados nesta pesquisa foram o rendimento fotossintético, a razdo P:C e a

viabilidade celular;

Nanoparticulas de TiO, foram capazes de alterar aspectos do metabolismo como a sintese de
carboidratos em Scenedesmus bijugus sob concentragdes tio baixas quanto 5.10” mol L™,

passivel de ser encontrada no ambiente;

A concentracio de 5.10° mol L' de nanoparticulas de TiO, reduziu o rendimento quintico
maximo do fotossistema II (®y) em curto tempo de exposi¢do (72 h e 96 h), com

recuperacdo das células apds esse periodo;

A viabilidade celular foi reduzida com o aumento da concentracdo de nano-TiO, até 96
horas de exposi¢cdo, mas apos esse periodo foi detectada uma aclimatagdo celular em todas

as concentragoes de nano-TiO»;

A exposicdo a concentragdes ambientalmente provaveis de nano-TiO, alterou a razao

proteinas:carboidratos (P:C) em S. bijugus.
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