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RESUMO

O uso de nanoparticulas (NP) metalicas tem cres@dponencialmente, gerando
preocupacdes sobre o seu risco ambiental paraadmaatica. As NP de oxido de cobre (NP
de CuO) sao frequentemente empregadas em tintam@nstantes, e as NP de Oxido de
cromo (NP de GO3) vém sendo utilizadas como pigmento verde. A esdartilizacdo dessas
NP pode contaminar os ecossistemas aquaticos seugsefeitos toxicoldégicos no ambiente
sao pouco conhecidos. Neste estudo, foi avaliamxieidade aguda induzida pelas NP de
CuO e Cs03, comparando-se com Cugbmo fonte de ions Gle Cr(NQ); como fonte de
fons CF*, utilizando o microcrustaceDaphnia similis e o rotiferoBrachionus calyciflorus
como organismos-teste. Pddasimilis, a CE50 média para NP de CuO foi de 0,064 mg/L e
para CuSQ@foi de 0,015 mg/L, valores estes mais baixos d® @givalores encontrados na
literatura pard. magna. ParaB. calyciflorus, a CE50 para NP de CuO foi de 0,0145 mg/L e
para CuSQ@foi de 0,0029 mg/L. A diminuicdo da toxicidadeNa em relacdo ao sal pode ser
devido ao fato de que as NP de CuO tendem a senagio 0 que pode ter reduzido a
liberac&o dos fons Elno meio do teste. A CE50 média para NP d®g¢foi de 6,74 mg/L e
para Cr(NQ)s; foi de 11,98 mg/L par®. similis, enquanto que pam. calyciflorus foi de
89,97 mg/L (NP de GOs) e 14,72 mg/L (Cr(Ng)3). O tamanho reduzido das NP de@y
(15-30 nm) e o maior potencial zeta podem ter dmwitilo para maior estabilidade em
suspensao e menor potencial de aglomeracédo, exgilicama maior toxicidade das NP em
relacdo ao sal Cr(N§R, o que nao foi observado pdacalyciflorus. As NP de CuO foram
consideradas muito toxicas e as NP deOgrperigosas para 0s organismos testados.
Entretanto,B. calyciflorus se mostrou mais sensivel as NP de CuO e ao £d8@QueD.
similis, que apresentou maior sensibilidade as NP d@;@& ao Cr(NQ); em comparacao ao

rotifero.

Palavras-chave: Nanotoxicologia, nanoparticulas od@&los metalicos, microcrustaceos,

rotiferos, testes de toxicidade aguda.



ABSTRACT

The use of metal nanoparticles has grown exporigntoat there are also concerns about the
environmental risk to aquatic biota. Copper oxidmaparticles (CuO NPs) are frequently
employed in antifouling paints, and nanoparticlestoomium oxide (GiOz NPs) have been
used as a green pigment. Their extensive use aataromate aquatic ecosystems, and the
toxicological effects of these NPs to the biota poerly known. In this study, we evaluated
the acute toxicity induced by CuO NPs and@rNPs, comparing with CuSGas Cd*ion
source and Cr(N§); as CF*ion source , usin@aphnia similis andBrachionus calyciflorus.
ForD. similis, the mean EC50 for CuO NPs was 0.064 mg/L an€&8Q, was 0.015 mg/L,
lower values of EC50 than those available in thexdture forD. magna. For B. calyciflorus,

the EC50 for CuO NPs was 0.0145 mg/L and for Cu@@&s 0.0029 mg/L. The decrease in
toxicity of NPs compared to salt may be due tofdwt that CuO NPs tend to agglomerate,
which may have reduced the release of'Gu the test medium. The mean EC50 fop@3r
NPs was 6.74 mg/L and fa€r(NOs;) was 11.98 mg/L forD. similis, whereas forB.
calyciflorus was 89.97 mg/L (GOsNPs) and 14.72 mg/L (Cr(N§R). The reduced size of the
Cr,O3 NPs (15-30 nm) and the higher Zeta Potential mayehcontributed to the higher
stability in suspension and less potential for aggration, partially explaining the higher
toxicity of NPs in relation to Cr(N¢); salt, which was not observed fBr calyciflorus. CuO
NPs were considered very toxic and,@y NPs were considered dangerous for organisms
tested. HowevemB. calyciflorus was more sensitive to NP of CuO and Cy8@nD. similis,

which showed greater sensitivity to NP,Gg and Cr (NQ)3 in comparison to the rotifer.

Keywords: Nanotoxicology, metal oxide nanoparticl@sicrocrustaceans, rotifers, acute

toxicity tests.
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1 INTRODUCAO

A Nanotecnologia € uma area da ciéncia que enyiiyeessos, materiais e produtos
na escala nanométrica (1én), e tem despertado interesse crescente nasagltgcadas por
utilizar materiais e sistemas cujos componentessaptam propriedades fisicas, quimicas
e/ou biolégicas significativamente novas. Essesen@$ tém beneficiado distintos
segmentos, tais como, alimenticio, eletrbnico, &a@atico, biotecnolégico, médico-
hospitalar, cosmético, agricola e de segurancanacfMOORE, 2006).

Como qualquer area da tecnologia que faz uso iNterde novos materiais e
substancias quimicas, a nanotecnologia traz coladggms riscos ao meio ambiente e a saude
humana. O pequeno tamanho das nanoparticulas @dfijaf sua difusdo e transporte na
atmosfera, em aguas e em solos, e pode facilitavdm a sua entrada e acimulo em células
vivas (QUINA, 2004).

Em vista do grande numero de produtos no mercadsooda nanotecnologia vem
sendo amplamente discutido quanto aos seus pagmnojgactos, como a contaminag¢ao do
meio ambiente e o langcamento de efluentes resefiadéste processo, que pode apresentar
toxicidade desconhecida ou elevada. Devido ao oapitescimento da producdo e
comercializacdo desses produtos, 0s ecossistemedicag podem ser contaminados por
poluentes nanométricos, e dentre eles pode-secdesta NP de 6xidos metalicos, que vem
sendo sintetizadas em grande escala e utilizadasteneras aplicacdes industriais (BRAR et
al., 2010).

Para Wang et al(2011), entre as NP de Oxidos metalicos de transigédxido de
cobre (CuO) tem atraido especial aten¢éo, poissdgrdo utilizados na composicdo de tintas
anti-incrustantes de embarcacdes (ICOMIA, 2006; HGRRI et al., 2013), representando
assim uma importante fonte de contaminacdo aosist&r®as aquaticos. As nanoparticulas
de 6xido de cromo (@D3) também tem despertado interesse para variasaepés, como na
composicdo de materiais de revestimento de protEgédca, como catalisadores e como
pigmentos verdes utilizados na composi¢ao de tetadros (MAKHLOUF et al., 2013).

A fim de estudar os efeitos deletérios que os nabemais exercem sobre 0s seres
humanos e o meio ambiente, surgiu a ciéncia deramtairNanotoxicologia, que é uma
subarea da toxicologia dedicada a essa questdaoNBTéD al, 2010). Porém ainda séo
escassos 0s estudos sobre a toxicidade de NP emisstnps aquéticos. Estudos utilizando
diferentes organismos-teste sdo necessarios pdeamd®ar seus efeitos, e estabelecer
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critérios de liberacdo dessas NP no meio ambidgsse contexto, as espécies do género
Daphnia e os rotiferos tém se apresentado como potenciganismos-teste em estudos
ecotoxicoldgicos, por serem sensiveis e de fattivoue manipulacdo em laboratério.

Particularmente os dafinideos sdo considerados bm@nismos para a toxicologia
aguatica, pois sao filtradores e capazes de ingaripparticulas (ARTAL et al., 2013). A
espécieDaphnia magnaé um dos mais antigos e mais utilizados organidesis- em
Ecotoxicologia, e € um organismo padréo reconhewidoprotocolos da USEPA (Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos). EntretamioBrasil, a espéciBaphnia similis
vem sendo também uma das espécies mais utilizadasepsaios de avaliagdo de toxicidade
aguda (ZAGATTO, 1988), pois ocorre em ambientepitads e dessa forma proporciona
resultados ecologicamente mais relevantes (RODGetER, 2010).

Juntamente com as espécies Daphnia vém se destacando no campo da
ecotoxicologia os rotiferos, pois além de possnuirimnportante papel na cadeia tréfica como
condutores do fluxo de energia (WALLACE, 2002),setambém possuem grande sucesso
ecologico por terem curto tempo de geracdo e regéml partenogenética (SNELL e
JANSSEN, 1995). Além disso, sdo cosmopolitas e erandg parte detritivoros,
desempenham um importante papel nos processosrifieggdo da agua e sdo encontrados
em grande abundancia em lagoas de tratamento d¢oe@@AGGI, 1995). Rotiferos do
géneroBrachionuspodem ser um bom organismo-teste para avaliaxie@idade das NP por
causa de sua rapida reproducdo, tempos de geracts @ sensibilidade as mudancas
ambientais, além da disponibilidade comercial desodormentes (cistos) (SNELL e
JANSSEN, 1995).

A literatura relata efeitos toxicos de NP de CuNR de CyOs; em organismos
aquaticos (HEINLAAN et al., 2008; BUFFET et al, 120 LIN et al, 2012,
MANUSADZIANAS et al., 2012), gerando uma preocupagirespeito do comportamento
dessas NP em ambientes aquaticos e indicando waasdgia caracterizacao dos seus efeitos

sobre a biota.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 NANOMATERIAIS E O MEIO AMBIENTE

O aumento da producao e a crescente aplicacdcadosnateriais tém provocado uma
ampla discussao sobre os riscos potenciais desttyias ao meio ambiente. A producéo
anual de bens de consumo que contém nanoparti@yasum aumento significativo nos
altimos anos. Em 2004, sua producao anual foi @@0ltoneladas, e atualmente, a producéo e
de 5.000 toneladas, e a estimativa € de um aunpando100.000 mil toneladas na proxima
década (PASCHOALINO et al., 2010). Estes numerascé&m uma inevitavel exposicéo
humana e ambiental as NP.

Existem diversos tipos de nanoparticulas, e parasi@m et al. (2008), dois tipos de
classificacdo das NP possuem grande relevanciaeatabi as nanoparticulas inorganicas e
organicas. Podem-se citar como exemplo, para Nl@aneas, as de nano-ouro, nano-cobre,
nano-prata; os oxidos metdlicos, tais como, naridooge cobre, dioxido de titanio e os
quantun dots(materiais semicondutores). Ja as NP organicas,egéaémplos classicos os
nanotubos de carbono e o fulerenos (C50 e C7MFABodem ter origens naturais, provindas
de rochas vulcanicas, fumaga, poeiras de mineeaise outros. Entretanto, levando em
consideracdo a gama de produtos com NP engenteidé&fzoniveis no mercado (cerca de
900), estes podem ser considerados, na atualidageincipal fonte destes materiais ao
ambiente (CHATTERJEE, 2008).

Os ambientes naturais vém sendo contaminados podufms e residuos
nanotecnologicos, seja durante os processos deigiodtransporte e utilizagdo, tanto de
maneira direta quanto indiretamente por descartepdodutos consumidos (THE ROYAL
SOCIETY AND ROYAL ACADEMY OF ENGINEERING, 2004; MUEH.ER e NOWACK,
2008). Além disso, houve também o desenvolvimeattédnicas de remediacdo de dgua com
base na utilizacdo de nanomateriais, como por elvemanoparticulas de ferro, o que indica
uma fonte direta de contaminacéo dos ambientediegsi@VASEASHTA et al., 2007).

Os nanomateriais possuem caracteristicas que pfaadditar a sua translocacao pelos
compartimentos ambientais (atmosfera, aguas e, 9aig) como tamanho reduzido, grande
area superficial e capacidade de aglomeragcdo erdé&@p (QUINA, 2004), de forma que

podem se tornar disponiveis aos diferentes orgaisigmocasionar danos a cadeia alimentar
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(LOVERN et al., 2007), causando perturbacédo noligia de todo o ecossistema aquatico
(PASCHOALINO et al., 2010).

Ainda se sabe pouco a respeito dos efeitos doswatrgais sobre 0s organismos e
seus impactos sobre os ecossistemas. A literatugh iadica que muitos tipos de NP tém o
potencial de causar efeitos adversos em uma aragkdade de organismos aquaticos, desde
bactérias, passando por invertebrados, peixesresoutrtebrados (OBERDORSTER et al.,
2006; ARUOJA et al., 2009; SCOWN et al., 2010).

Devido as suas caracteristicas, as NP podem pee#atrgecidos vivos e afetar os seus
processos metabdlicos (MEDINTZ et.,aP005). Por possuirem uma pequena dimensao,
podem ter maior permeabilidade através de mucosasngbranas celulares, e, além disso,
por ter uma area superficial aumentada, os efdib@gcos podem ser potencializados
(SERVICE, 2004). Recentemente foi demonstrado quesadividade de superficie e a
desestabilizacdo quimica de NP de 6xidos metaéstssvam envolvidas no seu potencial de
toxicidade por levar a geracéo de espécies reatwaxigénio (ROS) (AUFFAN et al., 2012).

Estudos ecotoxicolégicos sdo necessarios parandetsr métodos seguros para
utilizagdo e eliminagdo de NP (HANDY et.,aP008). Entretanto, a falta de abordagens
padronizadas para caracterizar os efeitos delstdas NP e a incerteza a respeito de como
esses efeitos podem ser incorporados na avaliggd@isab ecoldgico indicam a necessidade

de testar cada tipo de nanomaterial produzido eecmatizado (KLAINE et al., 2012).

2.2 ESTUDOS ECOTOXICOLOGICOS DE NANOMATERIAIS

Nos ultimos dez anos, houve uma evolucdo no nurdertrabalhos indexados no
banco de dados do “ISI Web of Knowledge” que repurtestudos toxicolégicos de
nanomateriais (Figura 1). Embora seja expressmescente o nimero de artigos publicados
nesta area, ainda ndo ha um consenso sobre 0s dissges materiais para a saude humana e
meio ambiente (JOHNSTON et al., 2013).
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Figura 1: Evolugdo do numero de publica¢des cieaifenvolvendo toxicidade de
nanomateriais e nanoparticulas.
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Fonte: MARTINEZ e ALVES, 2013.

Nimero de artigos publicados

Diversos ensaios toxicologicos padronizados esi&podiveis para se avaliar a
resposta bioldgica de uma substancia quimica emotganismo. No entanto, ndo ha
padronizacdo para a avaliagdo da toxicidade de dNBue dificulta a comparagao de
resultados e o consenso sobre a toxicidade dessesiars. Os estudos realizados até o
momento sdo adaptacdes dos procedimentos padriigados para outras substancias
(PASCHOALINO et al, 2010).

A maioria dos testes de toxicidade de nanomatedaigalizadain vitro, com o
objetivo de avaliar os riscos para a saude humatigando-se culturas de células de
mamiferos, as quais foram extraidas das mais \igrtes do corpo como ceérebro,
pulmdes, coracdo, pele e figado (SAYES e2@07). Em relacdo aos testesivo, observa-
se que grande parte destes utilizam organismogieagiaos quais traduziriam o impacto
destes nanomateriais no ambiente, ja que as agoasentais e marinhas seriam o principal
compartimento receptor de nanomateriais. Nestésstesrmalmente séo utilizados bactérias
(Aliivibrio fischeri, anteriormente denominad¥ibrio fischer), peixes Danio rerio),
crustaceosaphnia sp). e algas Pseudokirshneriella subcapitgt§OBERDORSTER et al.,
2006; ARUOJA et al., 2009). Variando-se a conceatvado nanomaterial em contato com os
organismos, o teste permite calcular estatisticéenesa indicadores que irdo possibilitar a
comparagao de toxicidade entre diferentes nanoi@iatee/ou entre nanomateriais e
substancias quimicas em outras escalas de tamanho.

Os principais testeis vivo que estdo sendo utilizados para avaliacdo ecatdgica
de nanoparticulas sdo os testes de toxicidade agaddo que os parametros de avaliacao

mais utilizados sédo a mortalidade e a imobilidaoe arganismos-teste. Esses testes tém por
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objetivo determinar a Concentracdo Letal Media (@L&u a Concentracdo Efetiva Media
(CEBO0), isto €, a concentracdo do agente toxico @puesa mortalidade ou imobilidade,
respectivamente, a 50% dos organismos-teste dépais determinado periodo de exposicao
(MAGALHAES e FERRAO-FILHO, 2008).

Estes ensaios, cujo objetivo € avaliar a toxicidémenanomateriais no meio aquatico,
estdo sendo realizados principalmente com orgasisltogéner®aphnia(Figura 2), como a
Daphnia magnaem funcdo de serem elos importantes na caderertar entre as algas,

consumidas por estes, e os peixes, que sdo selaslpres (OBERDORSTER et al., 2006).

Figura 2: Representacao graficaliephnia sp.
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Fonte: RUPPERT e BARNES, 1996.

Os dafinideos sao considerados bons organismaséastnanotoxicologia aquética,
pois sdo filtradores, sdo capazes de ingerir natiopas e tém sido propostos como um
organismo modelo para o0 ensaio ecotoxicologico ateomateriais (ARTAL et al., 2013).
Além disso, em funcdo de sua relativa simplicideni® relacdo a outros testes que utilizam
animais maiores, e em fungcdo de ser um organispresentativo ja que sua extincao poderia
causar grave desequilibro pela drastica diminuig@&o peixes, o0 teste corDaphnia
provavelmente é o teste mais indicado no momenta gaaliacdo da toxicidade aguda de
nanomateriais, conforme mostra a tendéncia obsemas trabalhos publicados (ARTAL et
al., 2013).
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No Brasil, Daphnia similis embora ndo seja uma espécie nativa, vem sendo
juntamente conD. magna uma das espécies mais estudadas e utilizadaepaeos de
avaliacao de toxicidade aguda (ZAGATTO, 1988). Kasicdo deD. similis se baseia na alta
sensibilidade que estes microcrustaceos apresertamarios toxicantes (WREN e
STEPHENSON, 1991; FOSSI et al., 1998). Existe uamde niumero de informacdes sobre
suas técnicas de cultivo e sobre as respostas @sigdp a diversas substancias toxicas.
RODGHER et al. (2010) avaliaram os efeitos dos m&@Imio e cromo sobi2. similis, e
observaram que essa espécie é tao sensivel dhamagnae Daphnia pulexa esses metais.

Estudos tém demonstrado alta toxicidade de divetipas de nanomateriais para
espécies do géneaphnia Gaiser et al(2012)avaliaram a toxicidade aguda de NP de prata
paraD. magna e obtiveram uma CL50 de 0,1 mg/L, consideravetmemais toxica que a
micro prata, que apresentou CE50 de 1 mg/L. Narenm&t de prata também foram
avaliadas utilizand®. similis (ARTAL et al., 2013) eD. pulex (GRIFFITT et al., 2008)
como organismos-teste, sendo encontrados valore€Ed® de 1.1 pg/L e 0.04 mg/L,
respectivamente.

Nanoparticulas de ZnO, Ti@ AlLO;3; foram avaliadas por Zhu et §009) utilizando
D. magnacomo organismo teste, e grandes quantidades dgiah&scuro foram encontradas
no trato digestivo daBaphniaapds a exposicdo, mas ndo no grupo de controlgtranodo
gue esses organismos sao capazes de ingerir taisateriais. Dessa forma, o potencial para
a subsequente transferéncia de NP para outros nigécos deve receber atencao adicional.

Lovern et al (2008) estudaram a absorcéo e liberacdo de NRrdeno trato digestivo
deD. magna e encontraram as nanoparticulas na cavidadeaor&bngo do trato digestivo e
na cauda, indicando que houve a acumulacdo daparditolas. NP de CuO foram avaliadas
juntamente com microparticulas de CuO, utilizaBdonagna(HEINLAAN et al., 2008), e as
NP foram muito mais téxicas (CE503,2 mg/L) do que as microparticulas (CE5Q64,8
mg/L).

Zhu et al (2010) avaliaram a transferéncia trofica de nariapdas de TiQ na cadeia
alimentar, incluindd. magnae seu predadoD. rerio. As Daphniaforam expostas as NP e
utilizadas como alimento para os peixes, e apesan&db ter ocorrido biomagnificacao,
concluiu-se que a dieta € uma das principais vesexposicdo a NP para organismos
aquaticos maiores.

Juntamente com d3aphnig os rotiferos, principalmente do gén@&wachionus tém
sido utilizados para avaliagéo de efeitos agudativasos compostos (DAHMS et al., 2011),

pois apresentam pequeno tamanho, tempo de geragém e disponibilidade de cistos
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comerciaveis (SNELL e PERSOONE, 1989). Particulatmea espécieBrachionus
calyciflorus (Figura 3) € amplamente utilizada para estudogdtbgicos, pois desempenha
um papel importante em diversos processos ecol®goo comunidades de agua doce e

possui uma distribuicdo cosmopolita (CHAROY et H95).

Figura 3Brachionus calyciflorus

Fonte: http://www.microbiotests tb&kits/
rotoxkitf.pdf

Testes de toxicidade aguda e crbnica fara&alycifloruse Brachionus plicatilisja
foram descritos e padronizados (SNELL, 1991; SNELR98). Entretanto, estudos de
toxicidade de NP empregando rotiferos ainda sdasess. Um estudo utilizando o rotifero
Brachionus manjavacaslemonstrou que as taxas de crescimento popul&cionam
reduzidas a 50% quando expostagiantum dotgmateriais semicondutores) de 37 nm a uma
concentracdo de 0,3 mg/L. Foi observada a absalgsges nanomateriais no intestino e nos
ovos das mées expostas, e a prole afetada softagae de vitalidade mesmo apds serem
colocadas em um ambiente livregleantum dot§SNELL e HICKS, 2011).

Manusadzianas et al. (2012) avaliaram os efeitdsdé de NP de 6xido de cobre para
B. calyciflorus obtendo CE50 de 0,39 mg/L, valor que indica at&icidade desse
nanomaterial para essa espécie. Em um estudo @liewaa toxicidade de NP de Ti@e
diversos tamanhos para o rotif@oplicatilis observou-se que quanto menor a nanoparticula
maior a toxicidade, o que pode indicar que devmmanor tamanho elas sdo mais facilmente
ingeridas. NP de Ti©de 15 nm apresentaram CES50 de 5,37 mg/L, NP da®5CES0 de
10,43 mg/L e NP de 32 nm, CE50 de 267,3 mg/L (CLENIEt al., 2013). Dessa forma, os
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rotiferos também podem ser organismos teste diteigecendo informacdes relevantes sobre

os efeitos das NP.

2.3 NANOPARTICULAS DE OXIDO DE COBRE (CuO) e OXIDDE CROMO  (C405)

Entre os 6xidos metélicos de transi¢do, o 6xidoatee tem atraido atencdo por suas
diversas aplicacdes (WANG et al., 2011), pois ddizados como fotocondutores (ZHOU et
al., 2006) e possuem uma excelente condutividade téqmoidando ser utilizado como fluido
de transferéncia de calor em maquinas e fototée(ICR’IANG et al., 2005). Além dessas
aplicacdes, as NP de CuO tém sido utilizadas coimadas na composicéo de tintas anti-
incrustantes de embarcacgdes (ICOMIA, 2006; MELEGARKI., 2013), o que representa
uma importante fonte de contaminacdo dos ecosssteaguaticos por esse tipo de NP
(PERREAULT et al., 2010).

Nos ultimos dez anos surgiram preocupacfes quardocefeitos do cobre sobre o
ambiente marinho, pois altos niveis deste metanfiodetectados em areas de intensa
operacao naval (MARTINS e VARGAS, 2013). O potehiaico das tintas anti-incrustantes
a biota marinha ja foi estudado e constatado. REi8tushett e Harrison (2000)
demonstraram que concentragfes relativamente bdeasbre prejudicaram e inibiram a
colonizagdo de larvas de cordicfopora tenuis em um ambiente marinho na Australia.
Johnson et al. (2007) avaliaram o efeito do cobreembribes d®. rerio, e verificaram que
os individuos expostos tiveram os batimentos ceodianais rapidos, sugerindo respostas ao
estresse nos embrides durante a exposicao.

Vérios trabalhos tém demonstrado toxicidade de MPCdIO para organismos
aquaticos. Buffet et al. (2011) avaliaram seust@feem Scrobicularia plana(molusco
bivalve) e Hediste diversicolor (invertebrado marinho) e observaram alteracdes
comportamentais (habitos de alimentacdo e de es@a)Naalém de um aumento da proteina
metalotioneina, cuja producdo é induzida pelo atonela entrada de metais na célula.
Heinlaan et al(2008), utilizando os crustace®s magnae Thamnocephalus platyuriesm
testes de toxicidade aguda, verificaram que as &ZwWO foram muito mais toxicas em
comparacao com a microparticula para esses orgasism

Perreault et al. (2010) avaliaram o efeitos dagsiBlEuO na macroéfitkemna gibbae

verificaram elevada inibicdo dos processos fottésaos e diminuicdo do crescimento dos
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organismos expostos por 48 horas a uma faixa deeotnacéo de 100 a 400 mg/L. A ala
subcapitatateve seu crescimento completamente inibido por BIZEdO quando exposta a
uma concentracdo de 6,4 mg/L, a qual foi muito méigca que a microparticula, cuja
inibicdo ocorreu a 25,6 mg/L (ARUOJA et al., 2009).

Todos esses resultados geram preocupacao aceccemgportamento das NP de CuO
em sistemas aquaticos e de sua elevada biodispdail® em relacdo a particulas maiores
(ALMEIDA et al., 2007). Dados obtidos na literatusugerem que a toxicidade de
nanoparticulas metélicas esta relacionada prinograie a liberacdo de ions metélicos no
meio (HEINLAAN et al.,, 2008; PERREAULT et al., 20l14Da mesma forma a
biodisponibilidade do cobre é o principal determieade toxicidade, e ela é afetada por
diferentes componentes abidticos e bidticos demtrambiente aquatico (ARUOJA et al.,
2009). No estudo de Aruoja et al. (2009), verifiseuque a toxicidade das NP de CuO [para
subcapitatafoi semelhante a do sulfato de cobre (CyS{dicando que os efeitos tdxicos
sdo devidos aos ions cobre disponiveis. Dessa foffamse necessaria a correta
caracterizacao de seus efeitos nos organismosi@ugjatonsiderando a elevada toxicidade ja
constatada do cobre para os organismos aquatieédsRKl e DUBOURGUIER, 2010).

Nanoparticulas de 6xido de cromo {G4) tem atraido uma consideravel atencdo nos
altimos anos. Além de possuirem elevada area sdpéressas NP sdo bastante resistentes
ao desgaste, sendo utilizadas para varias aplisacoeo por exemplo, na composicao de
materiais de revestimento de protecdo térmica eoccamalisadores (MAKHLOUF et al.,
2013). Essas NP séo consideradas um importanteiahatdratario devido ao seu elevado
ponto de fuséo (2435°C) e resisténcia a oxidac8dEG e VIDAL, 2010).

Além dessas aplicacbes, nanoparticulas d®4ém sidoutilizadas como pigmento
verde, como por exemplo,\dridian (Cr,03.2H,;0), que foi descoberto como pigmento em
1838 e o0 processo de sua manufatura foi patengead@uinet em 1859 (HORIE et al.,
2013). Devido a sua alta estabilidade, esse pigménnbém chamado de verde de cromo, é
amplamente utilizado na composicao de tintas eoSigNANUM NANOTECHNOLOGY,
2013).

Séo limitados os dados disponiveis na literatotaestoxicidade de NP de 6xido de
cromo. Annarao et al. (2008), em um estudo de taxiética, avaliaram a distribuicdo de NP
de CpO3 em ratos, e verificaram sua que absorcéo foi efieiatravés da pele e houve uma
distribuicdo uniforme nos tecidos e nos muscula@gpalee et al. (2011) avaliaram os efeitos
fitotoxicos de NP de GDs; em trigo {riticum aestivurj) e observaram que houve inibicdo da
germinagcao de sementes e no crescimento das plsittelforma concentragcdo dependente.
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No entanto, estudos publicados na literatura sabiexicidade desses tipos de NP para os
organismos aquaticos sdo raros. Lin et al. (2012Jimmam seus efeitos em. rerio e
demonstraram que essas NP interferiram na eclas@&mbrido desse organismo. Da mesma
forma que a toxicidade de varias NP metalicasreta&ionada a liberacdo dos ions no meio,
Lin et al. (2012) demonstraram que provavelmensa éberacdo se aplica também as NP de
Cr,0O3. Ao comparar o seu efeito com o do sal de cromdveh verificou-se que ambos
inibiram a atividade da enzima ZHE1, que é resparigiela eclosdo do embridao Dererio.
Dessa forma é necessério avaliar os efeitos dadeNFbO3 para organismos de outros niveis
troficos, além d®. rerio.

2.4 CARACTERIZACAO DE NP PARA ESTUDOS TOXICOLOGICOS

Ao se iniciar um estudo de toxicidade com NP enmamgos Vvivos, € necessario
caracterizar as suspensdes-teste para compreesdarseiveis fatores responsaveis pelos
efeitos deletérios observados. Existem diferenigsstde caracterizacdo que podem ser
realizadas para uma determinada NP.

Segundo Krug e Wick (2011), um conjunto minimo déorimacdes sobre as
propriedades de nanomateriais para cada estudosde\estabelecido, e esse conjunto deve
ser composto de:

a) Composicdo quimica, pureza, impurezas;

b) Tamanho e distribuicdo do tamanho da particula;

c) Superficie especifica;

d) Morfologia (cristalina/amorfa);

e) Quimica de superficie, revestimento, funcionaliaca

f) Grau de aglomeracdo/agregacdo e distribuicdo ddicyar em condicbes
experimentais;

g) Solubilidade em agua;

h) Reatividade da superficie e/ou a de carga supar{leotencial Zeta).

Para a determinacdo do tamanho e da estrutura rmigparsiculas, a microscopia
eletrénica de transmissédo (TEM) tem se mostradoas mdequada dentre as técnicas de
microscopia disponiveis para a obtencdo de imadieetas das NP. A TEM projeta elétrons

através de uma camada muito fina do material aasalisado, produzindo uma imagem
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bidimensional em uma chapa fotografica ou em unia feiorescente. Em geral, 0
experimento utilizando o TEM resulta em uma imaggm € transferida para um computador
onde € tratada estatisticamente com ajuda de umasefespecifico (DURAN et al., 2006). A
difracdo de raios X (DRX) também pode ser utilizada determinacdo do tamanho das
particulas, através da equacdo de Debye-Schaydawia a aproximacao feita € insuficiente
para dar a distribuicdo de tamanho real das NP (K®@GSUGAWARA, 2003).

Outra forma de caracterizacao das suspensfesvésatta determinacéo do potencial
zeta das particulas. Segundo Schaffazick gf28l03), a medida € realizada através da técnica
de Mobilidade Eletroforética, ou seja, através @dlinoa das cargas superficiais da amostra. O
potencial zeta é o potencial elétrico no planodddramico de cisalhamento, e depende néo
somente da superficie da particula, mas tambénisgerdante. Pode ser afetado pelo pH ou
forca ibnica do meio. Dessa forma, pode-se prevestabilidade de suspensdes coloidais.
Esta técnica, contudo ndo leva em conta a hetezatpaie das cargas de cada molécula,

fornecendo sempre um valor médio.
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3 JUSTIFICATIVA

O recente aumento na producéo, tipos e utilizaghmathomateriais tem levantado
preocupacgdes sobre o que a liberacdo desses nsateriambiente pode acarretar. Pouco se
sabe sobre o efeito de NP em organismos aquatitas ja existem evidéncias de que estes
compostos podem entrar na cadeia alimentar e seudamuem diferentes niveis troficos
(HOLBROOK et al., 2008). Além disso, experimentasmc organismos aquaticos tém
demonstrado que a presencga de nanoparticulas ldiaiduicdo da fertilidade, mudancas
fisiologicas, alteragcbes de comportamento e um atomena taxa de mortalidade
(TEMPLETON et al., 2006). Em vista disto, e do fgtee ainda faltam muitos dados sobre a
ecotoxicologia de NP, € de suma importancia o dede@mento de estudos que possam
avaliar os efeitos toxicos destes materiais a @sgars relevantes dos ambientes aquaticos.

Nanoparticulas de Oxidos metéalicos tém recebideaspatencdo devido as suas
diversas aplicacfes industriais. A sua crescenvelugéo e comercializacdo leva a uma
preocupacdo sobre o seu descarte no meio ambies¢eise possiveis efeitos toxicos aos
organismos aquaticos. Nanoparticulas de 6xido deecsdo utilizadas para diversos fins,
merecendo destaque a sua utilizacdo na composigadintas anti-incrustrantes de
embarcacfes, estando assim em contato direto comeio aquatico. Estudos tém
demonstrado elevada toxicidade dessas NP paraismygzs aquaticos de diferentes niveis
troficos, demonstrando dessa forma a importanciavddiar os efeitos agudos e cronicos
desse material (HEINLAAN et al., 2008; ARUOJA et ab09; KAHRU e DUBOURGUIER,
2010; BUFFET et al., 2011; ISANI et al., 2013). Aanoparticulas de 6xido de cromo vém
sendo utilizadas na composicao de tintas e vigrgenento verde de cromo), porém, estudos
sobre a toxicidade dessas NP para organismos egmdfio escassos, de modo que s6 foi
encontrado um estudo na literatura abordando ttede dessas NP pdbarerio (LIN et al.,
2012).

Além da forma que essas NP vém sendo utilizadasjlptitando que sejam liberadas
em grande quantidade em ambientes aquaticos,liddde que elas possuem em penetrar em
sistemas vivos devido ao seu tamanho nanométramom @esconhecimento de seu potencial
toxicoldgico, as NP de CuO e de,Os estdo incluidas n@ede cooperativa de pesquisas em
nanotoxicologia aplicada a nanoparticulas de ingse da industria petrolifera e de tinta%
552112/2011-9.



22

Para a avaliacdo da toxicidade de NP de CuO e NF»@(8, 0os organismob. similis
e B. calyciflorussédo considerados como bons organismos-testeapmsentam reproducéo
predominantemente partenogenética, ciclo de vittango de geracédo curto, além de serem
altamente sensiveis a varias substancias toxiDassimilis além de apresentar alta
sensibilidade e serem representantes dos ecosassténopicais, sdo faceis de serem
manipuladas e cultivadas em laboratoBo.calyciflorussdo muito utilizados em avaliacdes
de toxicidade aguda e crbnica, devido a comereigdia dos seus cistos para a realizacdo dos
testes. Aléem disso, uma recente revisdo da Orggivzpara a Cooperacdo Econdmica e
Desenvolvimento (OECD, 2006) sobre o uso de inbesttdos em ensaios de toxicidade de
produtos quimicos identificou os rotiferos comodws tAxons mais promissores.

Nesse contexto a obtencdo de dados sobre a takécidesses dois tipos de
nanoparticulas para organismos considerados inmestatando do ponto de vista ambiental
guanto do seu uso em testes ecotoxicolégicos padans, pode contribuir para o
entendimento dos impactos ao meio ambiente dedesredla presenca dessas NP em

ambientes aquaticos.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo geral avaliaxicidade de nanoparticulas de
oxido de cobre (CuO) e de 6xido de cromo.(@3), em comparacdo ao sulfato de cobre
(CuSQ) como fonte de fons Gle ao nitrato de cromo Cr(NR como fonte de fons &t
através da exposicdo do microcrustaceo de aguallosienilis e do rotiferoB. calyciflorus
para avaliacdo de toxicidade aguda dessas NP.cBstparacdo entre as NP e os sais de
partida se deve ao fato de que a toxicidade depaaticulas metdlicas estd relacionada
principalmente a liberacdo de ions metalicos nmrileEINLAAN et al., 2008; ARUOJA et
al., 2009; PERREAULT et al., 2014).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Realizar ensaios de toxicidade aguda utilizalddsimilis para suspensdes das
nanoparticulas de CuO e de@Qyse para solugdes @SQede Cr(NQ)s;

b) Realizar ensaios de toxicidade aguda utilizaBdocalycifloruspara suspensoes

das nanoparticulas de CuO e dgdze para solu¢des @uSQ ede Cr(NQ)s.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1. ORIGEM E CARACTERIZACAO DAS NP

As NP de CuO e de €3 foram sintetizadas e caracterizadas pelo Labadoatis
Toxicologia Ambiental ENS (LABTOX) da Universidaéiederal de Santa Catarina. A NP de
CuO foi obtida via método de decomposicdo térmicatal a partir do sal precursor
CuSQ.5H,0 (sulfato de cobre pentahidratado), e a NP d®©{fioi obtida pelo mesmo
método com o Cr(N€s.9H,O (nitrato de cromo Il nonohidratado) como salcprsor.
Ambas as NP foram caracterizadas por Microscop&trdtiica de Transmissdo (TEM),
Difracao de raios-X (DRX) e pela determinacao dteRoal Zeta().

5.2 PREPARO DAS SUSPENSOES DE NP E DAS SOLUCOES B@IS DE PARTIDA

As NP de CuO e @D; sdo pouco soluveis, portanto foram preparadasgaaéps com
as mesmas. Para a realizagcdo dos testesrosmmilis a suspensdo da NP de CuO foi
preparada a uma concentracao de 100 mg/L, pesadtig @as NP e diluindo em 100 mL de
agua mineral, e a suspensao de NP d©Lioi preparada a uma concentracado de 1g/L,
pesando 0,1 g da amostra e diluindo em 100 mL da égneral. A agua mineral utilizada foi
a mesma utilizada no cultivo dBs similis

J& para a realizacdo dos testes &malyciflorus as suspensdes da NP de CuO e de
NP de CsO; foram preparadas a uma concentracdo de 1g/L, gp@€8@1 g das NP e diluindo
em 10 mL do meio de diluicdo do Kit ROTOXKITY; da Microbiotests.

Todas as suspensodes foram colocadas em frascat’Sha200 mL em banho de gelo
e sonicadas por 30 minutos. O desrruptor de célutagssénico (Cole Parmer — 100 W)
trabalhou na poténcia maxima de 99%. Os testesnfoemlizados imediatamente apds a
sonicacdo das suspensdes, e antes e durante aiprec® tomou-se o0 cuidado de
homogeneiza-las.

Foram preparadas solu¢cbes de Cu8@r(NQ)s, a uma concentracdo de 100 mg/L e
1 g/L, respectivamente, para os testes €nsimilis. Para os testes coB calyciflorus as
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solugdes foram preparadas as concentracdes dellifflagl CuSQ@ e 1g/L para Cr(Ng)s.
Esses sais inorganicos foram utilizados na sirtaseespectivas NP, ou seja, sdo os sais de
partida ou precursores das NP. Ambos os sais déves em agua, e as solucdes foram
preparadas com a mesma agua mineral que € utilimadaltivo deD. similise com o0 meio

de diluicdo do Kit ROTOXKIT F para os rotiferos.

5.3 TESTE DE TOXICIDADE AGUDA CONMD. similis

Todos os procedimentos necessarios para a reaizmstestes de toxicidade aguda
com D. similis, incluindo cultivo dos organismos, carta-control® groprio teste, foram
realizados no Laboratorio de Ecotoxicologia e Midotngia Ambiental Prof. Dr. Abilio
Lopes (LEAL), da Faculdade de Tecnologia da UNICAb&npud.imeira.

5.3.1 Cultivo da®. similis

O cultivo dasD. similis (Figura 4) foi realizado de acordo com a norma NBR13
(ABNT, 2009). As culturas foram mantidas em agualifigcdo, em local limpo, isento de

substancias ou vapores toxicos.

Figura 4:Daphnia similisadulta

Fonte: Da autora.
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Os organismos foram mantidos em cristalizadoregidi® com capacidade para 2 L
(100 organismos por cristalizador), em estufa iadapa tipo B.O.D. da marca Marconi,
modelo MAC 403, com controle de temperatura e kigura 5). A incubadora foi regulada
para um fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horagsdero, intensidade luminosa de
aproximadamente 1000 lux e temperatura de 22 %G. A sala de cultivo para manipulagao
das culturas foi aclimatada com temperatura de/20 %C.

Figura 5: Cristalizadores e estufa incubadom BpO.D. utilizados
no cultivo deD. similis

A renovacao da agua de cultivo nos cristalizadtwesealizada 3 vezes por semana
evitando-se diferenca de temperatura maior que .2NWCmanuseio dab. similis foram
utilizadas pipetas do tip@asteur e lotes com organismos com idade superior a@8fdram
descartados (ABNT, 2009).

Os organismos jovens ou neonatas (Figura 6), abfio partenogénese a partir da
segunda postura e cultivados nas condicfes estatadeforam os organismos utilizados nos
ensaios, atendendo aos requisitos da norma NBR31ABNT, 2009). Segundo esta norma
deverdo ser utilizados organismos jovens entre2d @éoras de idade, obtidos a partir de
fémea com idade entre 7 dias e 28 dias.
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Figura 6:dvata (organismo jovem)
da espéci®. similis

Fonte: Da autora.

5.3.2 Agua de Diluicdo

A 4gua de diluicéo foi preparada com agua minexdiah qualidade, de uso comercial
com procedéncia conhecida (Jacutinga), cujas eafsiitas estdo listadas na Tabela 1. Essa

agua foi utilizada tanto para a manutencao dasirasitquanto para a realizacao de testes de
toxicidade.

Tabela 1: Caeaisticas quimicas e fisico-quimicas
da agua mindadutinga.
Agua mineral - Jacutinga

Composigéo quimica (mg/L)

Bicarbonato 52,05
Calcio 6,816
Sédio 6,497

Magnésio 3,477
Nitrato 2,53
Cloreto 1,57
Potéssio 1,415
Sulfato 0,25

Fluoreto 0,08

Caracteristicas Fisico-Quimicas
pHa25°C-6,41
Temperatura da agua da fonte — 21,8 °C
Condutividade elétrica a 25 °C — 101,2 uS/cm
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Foram adicionados sais na 4gua de diluicdo paragdw de alguns parametros, tais
como: pH de 7.2 a 7.6, dureza total de 40 a 48 nggfi CaCQ@ e condutividade de
aproximadamente 160 uS/cm. Para isso foram utdiz&dsolucdes: SOLUCAO 1, contendo
sulfato de célcio e SOLUCAO 2, contendo cloretgpdissio, bicarbonato de sodio e sulfato
de magnésio (ABNT, 2009). A dgua de diluicdo fontida com aeracdo constante e filtrada

antes de ser utilizada (Figura 7).

Figura 7: Recipientan a agua mineral utilizada no cultivo

Fonte: Da autora.

Para manter o controle da qualidade de cada lotégda de diluicdo preparado
realizou-se o teste de viabilidade. Este testec@miduzido uma vez por més através da
exposicdo de 10 organismos-teste distribuidos eméplicas. Esses recipientes foram
mantidos nas mesmas condicbes de manutencdo dasasut sem alimentacdo, por um
periodo de 48 horas. Apds esse periodo, foram agfaetu as leituras dos testes, sendo
observado o numero de organismos moveis. O lotagila de diluicdo foi considerado
aceitavel para uso quando a porcentagem de imatddidos organismos nao excedeu a 10%
do valor total de organismos (ABNT, 2009).

5.3.3 Alimentacéo dos organismos

As culturas deD. similis foram alimentadas com cultura e subcapitataem fase

exponencial de crescimento e concentracéo fina deld células por organismo por dia
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(Figura 8) e alimento composto (racdo para truteevedura, marca Tetramin) cuja a

quantidade final foi 0,05 mL por organismo por dia.

Figura 8: Alimento composto
de algas.

ALIMENTO PARA CULTIVO
“eudokirchneriella su

Fonte: Da aljtora.

5.3.4 Testes de sensibilidade

Os testes de sensibilidade foram realizados mees#édnpara avaliacdo das condigdes
fisioldgicas dos organismos-teste, utilizando cambstancia de referéncia o cloreto de sédio
(NaCl). Os resultados obtidos e a analise estaigtidicam se 0 organismo esta dentro da
faixa de sensibilidade estabelecida (carta-corjtebgpto a ser usado nos testes.

Para o teste de sensibilidade c@m similis preparou-se, a partir de uma solucao
estoque de NacCl, as concentracfes 1,5; 2,0; 5335 e 4,0 mg/L. Na montagem do ensaio
cada concentracdo foi preparada em triplicata, £t6rmL das diferentes concentracdes em
cada recipiente. Preparou-se o controle negativo @&gua de diluicdo também em triplicata
contendo 10 mL em cada recipiente e colocou-s@gironatas por recipiente. A leitura final
da sensibilidade foi realizada apds 48 horas desgfo. Para estar de acordo com os padrds
da CETESB (1994), os valores da CE50 dos testesmgbilidade para o NaCl devem estar
entre 1,6 e 3,6 g/L.
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5.3.5 Teste de toxicidade aguda donsimilis

Os testes de toxicidade aguda c@m similis foram realizados de acordo com as
condi¢cbes padronizadas pela norma brasileira NBRLAZABNT, 2009). Os testes foram
realizados com a exposi¢cdo de organismos joverige(6ra 24 horas de idade) a diferentes
concentracdes das NP e dos respectivos sais dgapareparadas com agua de cultivo.

Para a amostra de NP CuO e Cy3@am utilizadas as concentracées 0,02; 0,04,
0,06; 0,08; 0,10; 0,12; 0,14 e 0,16 mdlara NP GIO; foram utilizadas as concentragoes 10,
15, 20, 25, 30, 35 e 40 mg/L e para Cr@{@oram utilizadas as concentracdes 30, 60, 90,
120, 150 e 180 mg/L.

Para cada diluigéo, inclusive no controle negatiemam adicionados 20 organismos,
escolhidos e distribuidos aleatoriamente em quafticas com volumes iguais a 10 mL. O
ensaio foi mantido com temperatura controlada dea Z2 °C por 48 horas em ambiente
escuro, com 0s recipientes cobertos e sem alim@ntigs organismos.

Ao final do ensaio foi registrada a quantidade dgaoismos imoOveis em cada
concentracdo testada, a fim de realizar o célcalpatcentagem de imobilidade para cada
concentracdo em relacdo ao controle. Para a vabdags resultados no término do ensaio a
porcentagem de organismos iméveis no controle ivegadio pode ultrapassar os 10%.

Dessa forma, o niumero de organismos imoveis em cadeentracdo testada foi
utilizado para calcular a concentracdo que causaitoeem 50% dos organismos (CES50),
utilizando o método estatistico “Trimmed Spearmambi¢r Method for Estimating Median
Lethal Concentrations in Toxicity Bioassays” (HAMION et al., 1977). Nas Figuras 9 e 10
estdo demonstrados os procedimentos do ensaigidiel&mle com os materiais avaliados.
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Figura 9: Esquema do ensaio de toxicidade agoieNP CuO e CuS(@omD. similis.

Cultivo
Daphnia similis
| Ultrassom -= 30 min | -
Cus0y
Suspensdo  Solugdo
J 100 mg/L b
Caracterizagdo:
DRY, TEM, T
7
e
BOD =g —N =]
Pardmetro avaliado: i 4
IMOBILIDADE = e | cpiias
' v Concentragdes:
~21°C 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,10;
CESO 4gh 0,12; 0,14 e 0,16 mg/L

Fonte: Da autora.

Figura 10: Esquema do ensaio de toxicidade agasidN® CjO; e Cr(NQ);comD. similis.

Cultivo
Ultrassom -= 30 min Daphnia similis

sl
==

=

.

NP Cr103 Cr{N03)3
l Suspensdo  Solugdo
| 1g /L \l
Caracterizagdo: Neonatas
DRX, TEM, T, &L

/

74
i NP Cr,0, Cr{NO5):
- f 17 ] | L1 7 ] |
Parametro avaliado: )
IMOBILIDADE =) a .
.' v [ réplicas
~21°C )
CESO 48h Concentragdes: Concentragdes:
10,15, 20,75, 30,3540 30, 60, 90, 120, 150 = 180
mg/L mg/L

Fonte: Da autora.
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5.4 TESTES AGUDOS COMBrachionus calyciflorus

Os testes agudos com o rotifdBo calyciflorus foram realizados utilizando o Kit
ROTOXKIT F™, da Microbiotests (Figura 11). O kit € composto gistos (ovos dormentes),
sais para o preparo do meio de diluicdo (NakIC&@b mg/L; CaSQ@Q2H,O, 60 mg/L;
MgSO.7H,O, 123 mg/L e KCI, 4 mg/L) e material para a moetagdo teste (placas

escavadas e pipetas).

Figura 11: Kit ROTOXKIT ¥ da Microbiotests.

r‘ B Fe ? | .I.-I . __-.
= AWM ST
\it 1.7 o
46 8ddy

Fonte: Da autora.

Os cistos disponiveis no kit foram incubados pohafas, a 25°C e com iluminacao
de 4.000 lux. Apos verificar a eclosao dos ciskigura 12), o ensaio de toxicidade aguda foi
realizado utilizando-se uma placa escavada dispbnivkit (Figura 13). Na placa existem 6
cavidades para lavagem dos organismos (uma parantole negativo e 5 para as
concentracdes do toxicante) a fim de diminuir aigilo do toxicante. Apds a lavagem, sdo
colocados 30 organismos jovens (0 a 2 horas dee)dpara cada diluicdo, inclusive no

controle negativo, escolhidos e distribuidos aléattente em seis réplicas.
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Figura 12: Cistos dB. calyciflorus(A) e organismos jovens apoés a ecloséo (B).

Fonte: Da autora.

Figura 13: A - Placa utilizada para a realizagd@nsaio (I — cavidade de incubacéo dos cistos;
2 — cavidade de lavagem; Ill — cavidades pawilagdes das NP e dos sais).
B - Foto do procedimento do ensaio de toxicidagieda conB. calyciflorus

00U
D 000GGC
‘GOQO ) &

COOQQQQoOR
OO
‘L«”\.) YO OC]

Fonte: Da autora.

O meio de diluicdo do teste foi 0 mesmo utilizado incubacdo dos cistos, e foi
preparado de acordo com o protocolo do kit, utidgmagua destilada e os sais NaHC¥®
mg/L; CaSQ.2H,0, 60 mg/L; MgSQ.7H,0, 123 mg/L e KCI, 4 mg/L.

Para a amostra de NP de CuO foram utilizadas asentma¢des 0,001; 0,003; 0,01;
0,03 e 0,1 mg/L e para Cup@ram utilizadas as concentragdes 0,001; 0,0@8; @,05 e
0,1 mg/L. Para NP de GO3; e para Cr(N@sforam utilizadas as concentragdes 50, 100, 150,
300 e 500 mg/L.

Os organismos foram mantidos em incubadora doBi@oD. por 24 horas, a 25°C, no
escuro e sem alimentagdo. Ao final do teste, onpetrd avaliado foi a imobilidade dos

organismos.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discusséo sobre a caracterizagdanuiastras e sobre os testes de
toxicidade aguda com. similis estdo apresentados na segunda parte dessa ¢@seatd a
forma de artigo. Esse artigo foi submetido a ravisticial da Sociedade Brasileira de
Ecotoxicologia (ECOTOX-BRASIL) que se chama Ecotokigy and Environmental
Contamination (EEC) e que possui Qualis CAPES B2area de avaliacdo Ciéncias
Ambientais. Dessa forma, nessa secao de resulsetés apresentados os resultados dos

testes de toxicidade aguda cBmcalyciflorus

6.1 TESTES DE TOXICIDADE AGUDA COMBrachionus calyciflorus

Os valores de CE50 das NP de CuO, do Gufés NP de GO;3; e do Cr(NQ@)scom
B. calyciflorus foram determinados pela média dos resultados abtide 3 testes
independentes e corrigidos pelas concentracdeshite e cromo presente na NP e no sal, ja
que a literatura sugere que a toxicidade dessedgpNP esta principalmente relacionada a
liberacdo dos ions metalicos no meio dos testesNHEAN et al., 2008; ARUOJA et al.,
2009; PERREAULT et al., 2014). Essa correcao falizada através de um calculo que
determina a porcentagem da massa do cobre na reotE€CuO e de CuS@ do cromo na
molécula de GO; e de Cr(NQ)s; entdo é feita uma conversdo das concentracfes das
substancias para as concentra¢des dos ions metalico

O valor médio de CE50 para a NP de CuO garaalyciflorusfoi 0,011 mg/L, com
intervalo de confianca de 95% entre 0,008 e 0,048 nOs valores das CE50 para os 3 testes
independentes s@o apresentados na Tabela 2, igidmsrpara ions cobre, e as curvas dose-

resposta estdo representadas na Figura 14.
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Tabela 2: Valores de CE50 etamlos para os 3 testes
independentes com NP de Caf@Bp. calyciflorus

CE50* IC 95%**
(mg/L)
Teste 1 0,014 0,008 — 0,024
Teste 2 0,010 0,008 — 0,016
Teste 3 0,010 0,008 — 0,016
Média 0,011 0,08 - 0,018
Desvio 0,0023
padréo
CV (%)*** 23,09

*CES50 — Concentracgéo efetiva 50%
**|C95% - Intervalo de confianca de 95%
***Coeficiente de variacdo

Figura 14: Curva dose-resposta da NP deréfgdente ao teste de toxicidade
aguda corB. calyciflorus.

20+

25

N° de organismos imdvels

T T T T T T
0,00 0,02 0.04 0.08 0.08

Concentracdo (mg/lL)
Nota: As concentracdes estAvalores corrigidos para cobre, e 0s pontos

nas curvas indicam os valonéslios de organismos imdveis para cada
concentragao.

O valor de CE50 médio para o sulfato de cobre (Guf&araB. calyciflorusfoi igual
a 0,0025 mg/L, com intervalo de confianga de 95%eeh 0025 e 0,004 mg/L. Os valores das
CES50 para os 3 testes independentes sdo apresemadi@abela 3, ja corrigidos para ions
cobre, e a figura 15 representa a curva dose-riespeferente ao teste com CuSfaraB.

calyciflorus
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Tabela 3: Valores de CE50 encontradoa psar3 testes
independentes com Cugf@raB. calyciflorus

CE50* IC 95%**
(mg/L)
Teste 1 0,003 0,0025 - 0,005
Teste 2 0,002 0,0025 — 0,005
Teste 3 0,0025 0,0025 - 0,0025
Média 0,0025 0,0025 - 0,004
Desvio 0,0005
padréo
CV (%)*** 20

*CE50 — Concentracéo efetiva 50%
**|C95% - Intervalo de confianca de 95%
***Coeficiente de variacdo

Figura 15: Curva dose-respdst&€uSQreferente ao teste de toxicidade
aguda coB calyciflorus.

20 //_/_/_,
1 *

;%

M® de organismos imdvels

T T T T T T T T T T T
0.000 0.005 0.010 0.015 0.02 0.025

[=]

Concentracdo (mg/L)
Nota:As concentracdes estdo em valores corrigidos [mémae ce 0s pontos
nas curvas indicam os valores médios den@ms imoveis para cada
concentragao.

A NP de CuO apresentou toxicidade aproximadamexezds menor que a solucao de
CuSQ nos testes corB. calyciflorus Esse resultado pode estar relacionado com arteiadé
a aglomeracdo e coagulacdo das NP de CuO, quebgasn@da durante o preparo da
suspensao, mesmo apos o processo de sonicacaa. fDesa pode ter ocorrido uma menor
liberacéo dos fons Elino meio do teste, reduzindo sua disponibilidade arganismos e o
aumento no tamanho dos agregados pode também fimunltddo a sua ingestdo pelos

rotiferos.
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O potencial zeta da suspensao de NP de CuO apresanbaixo (-11,73 mV), outro
fator que indica a aglomeracédo das NP. O potemeial caracteriza a estabilidade coloidal, e
da boa informacdo sobre a mobilidade dos nanoramersuas taxas de agregacao e
interacdes com as superficies. Quando seu valaprexima de 0 mV, ocorre uma agregacgao
maior, e 0 seu valor parece estar relacionado cpotencial de toxicidade (CATTANEO et
al., 2009).

Apesar de ter apresentado toxicidade menor qud GusaQ, a NP de CuO deste
estudo apresentou toxicidade bem maior (aproximadtem?27 vezes) que a encontrada na
literatura (0,39 mg/L) parB. calyciflorustMANUSADZIANAS et al., 2012). Essa diferenca
pode ser devida a aglomeracao das NP, ja que Imallitade Manusadzianas et al. (2012) as
NP se aglomeraram mais rapido do que neste estodgue pode ter reduzido a
biodisponibilidade dos ions cobre aos organismogan@anho dos agregados de NP também
pode ter influenciado a toxicidade, ja que de awardm Pauluhn (2009), o tamanho dos
agregados parece ser mais informativo do que aiprtggmmanho da NP.

Entretanto, neste estudo e no estudo de Manusadz&ral. (2012), a toxicidade da
NP de CuO e do CuSQde modo geral se assemelham para 0s organismiestglos,
reforcando a hipdétese de que a toxicidade das W& rekcionada predominantemente a
liberacdo dos ions no meio (HEINLAAN et al., 2008ERREAULT et al., 2014). Esse
mesmo comportamento foi verificado nos testes xieittade aguda com. similis na qual a
NP de CuO apresentou uma CE50 (0,064 mg/L) 4 veee®r que a CE50 (0,015 mg/L) para
CuSQ, ou seja, a NP de CuO foi menos téxica pelos mespivos.

Dos trabalhos encontrados sobre a toxicidade ded®&IRCuO para organismos
aquaticos (HEINLAAN et al.,, 2008; ARUOJA et al.,&) PERREAULT et al., 2010;
MANUSADZIANAS et al., 2012), o rotifer®. calyciflorusse apresentou o mais sensivel a
esse tipo de NP, indicando a importancia de seaavaltoxicidade de NP de CuO para
organismos de diferentes niveis tréficos.

Embora a toxicidade da NP tenha sido menor que aatijoos valores da CE50
apresentaram-se muito baixo, indicando alta toaoed De acordo com a Diretiva
67/548/EEC, principal legislacdo da Unido Europmére seguranca quimica, substancias
que apresentam CE50 menores que 1 mg/L sdo daslsii como muito tdxicas, indicando
que a NP de CuO e o CupsPodem oferecer riscos potenciais a biota aquéiiéadRU e
IVASK, 2012).

A NP de CyO3; apresentou uma CE50 média igual a 78,27 mg/L, icdenvalo de
confianca de 95% entre 63,55 e 96,4 mg/L. Os velatas CE50 para os 3 testes
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independentes sdo apresentados na Tabela 4, igidasrpara ions cobre, e as curvas dose-

resposta estao representadas na Figura 16.

Tabela 4: Valores de CE&0ontrados para os 3 testes
independentes com NP g@©¢paraB. calyciflorus

CE50* IC 95%**
(mg/L)
Teste 1 89,97 68,21 — 118,68
Teste 2 68,24 57,4 -81,12
Teste 3 76,61 65,05 — 89,42
Média 78,27 63,55 - 96,4
Desvio 10,96
padréo
CcVv 14,3
(%) ***

*CES50 — Concentracéo efetiva 50%
**|C95% - Intervalo de confianca de 95%
***Coeficiente de variacao

Figura 16: Curva dose-resposta dasé@uD;referente ao teste de toxicidade
aguda com. calyciflorus.
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Nota: As concentracBes estdo em valayeigidos para cromo, e 0s pontos has
curvas indicam os valores médios darmggnos imoveis para cada concentracao.

O nitrato de cromo (Cr(N§%) apresentou CE50 média igual 15,32 mg/L, com
intervalo de confianca de 95% entre 13,52 e 17§ nOs valores das CE50 para os 3 testes
independentes sdo apresentados na Tabela 5, j§idmsrpara ions cromo, e a figura 17

representa a curva dose-resposta referente actest€r(NQ)s.



Tabela 5: Valores de CE50 encontrados pa 3 testes
independentes com NP dg@paraB. calyciflorus

CE50* IC 95%**
(mg/L)
Teste 1 14,72 13,41 -17,81
Teste 2 15,75 13,92-17,81
Teste 3 15,48 13,23 -18,12
Média 15,32 13,52 -17,91
Desvio 0,535
padréo
Ccv 3,45
(%)

*CE50 — Concentracéo efetiva 50%
**|C95% - Intervalo de confianca de 95%

***Coeficiente de variacdo

Figura 17: Curva dosspasta do Cr(Ng);referente ao teste de toxicidade

aguda cd®n calyciflorus.
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Nota: As concentracdes estao em vslcoerigidos para cromo, € 0s pontos nas
curvas indicam os valores médios damsmos iméveis para cada concentracéo.

Concentracdo (mg/L)
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A NP de Cs03 apresentou toxicidade aproximadamente 5 vezes mogmoa solucao

de Cr(NQ)s; nos testes com. calyciflorus.Esse resultado pode estar relacionado a tendéncia

a sedimentacdo das nanoparticulas observada dusaméalizacdo do teste. Embora a

suspensdo com as NP de,@y apresentou-se relativamente mais estavel e comopou

aglomerados, foi observada uma deposi¢cado do mlaterfando das escavacdes das placas de

teste, cujo volume € de 300 pL. Dessa forma, pessante houve uma menor liberacdo dos
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fons CF* no meio do teste, reduzindo sua disponibilidade @amanismos, e também a
formacao dos aglomerados parece ter dificultadeargyestao.

Esse comportamento nao foi observado nos testesDcasimilis no qual a NP de
Cr,O3 apresentou toxicidade aproximadamente 2 vezesrma® a solucdo de Cr(NJ.
Entretanto, nos testes cobv similis as nanoparticulas apresentaram menor tendéncia a
sedimentacdo, se mantendo mais estaveis em suspensénenos aglomeradas, e
consequentemente mais disponivei®aphnia Além do cromo liberado no meio do teste, as
NP presentes no interior do trato digestivo Basimilis podem ter agido como uma fonte
direta de liberacdo dos ions Cr para os tecidoodgmnismos-teste. Outro fator que pode ter
influenciado na toxicidade dessas NP é o meiazatilb na realizacdo do teste, agua mineral
paraD. similise meio padrdo de diluicdo do Kit ROTOXKIT'paraB. calyciflorus ja que
fatores como pH, concentracdes i0nicas, interagdse NP e outros sais podem influenciar
na tendéncia a aglomeracao e sedimentacdo dasO@PA(N et al., 2010).

Substancias que apresentam um valor de CE50 éhimelD0 mg/L sdo consideradas
perigosas de acordo com a Diretiva 67/548/EEC (KAHRIVASK, 2012). Dessa forma as

NP de CsO3ze o nitrato de cromo podem ser classificados coanig@sos a biota aquatica.
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7 CONCLUSAO

As NP de CuO e GD; testadas apresentaram toxicidade aguda tantaDpaginilis
guanto pard. calyciflorus bem como dos seus sais de partida. EntretBntoalyciflorusse
mostrou mais sensivel as NP de CuO e ao GueQqueD. similis, que apresentou maior
sensibilidade as NP de £L; e ao Cr(N@); em comparacao ao rotifero. A toxicidade dessas
NP parece estar associada principalmente a liberagé ions cobre e cromo no meio, e a
diminuicdo da toxicidade em relacdo aos sais imicg& pode estar relacionada a tendéncia a
aglomeracao e sedimentacao dessas NP.

Tendo em vista a ampla utilizacdo destas NP e snaequente liberacdo no meio
ambiente, sdo necessarios mais estudos ecotoxmuddgesses materiais, principalmente de
nanoparticulas de cromo, cujos dados ecotoxicadgéo escassos.

Esse estudo reforca essa necessidade, ja& que de BBO podem ser consideradas muito

toxicas e as NP de £ perigosas a biota aquatica.
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Abstract

Copper oxide nanoparticles (CuO NPs) are employedaritifouling paints, and
nanoparticles of chromium oxide @@s NPs) have been used as a green pigment. Their
extensive use can contaminate aquatic ecosystemigha toxicological effects of these NPs
to the biota are poorly known. In this study, waleated the acute toxicity induced by CuO
NPs and GO; NPs, comparing with CuSCas Cd* ion source and Cr(N§x as CF' ion
source, usin@aphnia similis. The mean EC50 for CuO NPs was 0.064 nfghd for CuSQ@
was 0.015 mg L, lower values of EC50 than those available inliteeature forD. magna.
CuO NPs tend to agglomerate, which may have redtivedrelease of Gilin the test
medium in relation to CuSO The mean EC50 for @; NPs was 6.74 mgt and for
Cr(NOs); was 11.98 mg T. The reduced size of the £ NPs (15-30 nm) and the higher
zeta potential may have contributed to the higkedvikty in suspension and less potential for
agglomeration, partially explaining the higher i of NPs in relation to Cr(Ng)s. After
the tests, we observed morphological damages an@ms exposed to all tested substances,

nanoparticles or the salts.

Keywords: Acute toxicity, Chromium oxide nanopdds; Cooper oxide nanoparticles,

Daphnia similis, Nanotoxicology.
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INTRODUCTION

Metal oxide nanoparticles (NPs) are already manufad in large scale for both
industrial and household use, and are incorporateda wide range of products such as
sunscreens, paints, construction materials, caatiogtalysts and cosmetics (Aru@aal.,
2009; Kelleret al., 2010; Hannaet al., 2013). Copper oxide (CuO) NPs have potential to
replace noble metal catalysts for carbon monoxigiglation and CuO NPs suspension
(nanofluid) has excellent thermal conductivity forto be used as a heat transfer fluid in
machine tools (Buffett al., 2011). Furthermore, CuO NPs has been used toniarobial
textiles (Gabbat al., 2006), gas sensors, photovoltaic cells, air lanpdd filtration (Sousa
& Teixeira, 2013), and as antifouling paints of tspahus representing an important source of
aquatic ecosystems contamination (Melegaal., 2013).Chromium oxide (GO3z) NPs has
also attracted considerable attention in recentsye® wide range of applications such as
coating materials for thermal protection, wear stsice, humidity sensing and refractory
characteristics have been reported (Makhlgiudl., 2013). In addition, this type of NP has
been used in green pigment composition (Gibot &¥/i@010). As result of the increased use
and production of NPs over the last years has detheir release in aquatic environments
(Kahruet al., 2008; Hannat al., 2013).

However, while the novel properties of NPs areeasingly studied, little information
Is available about their interactions with aquatiganisms (Kahrat al., 2008). Additionally,
transformations of NPs, such as dissolution, agglation, sedimentation, or change of
surface moieties, could greatly affect the pathwag extent of NPs environmental fate
(Maurer-Jonegt al., 2013). When added to water, metal NPs can agtgegediment out of
the water column, adsorb to nutrients, and diséssoto release soluble metal ions (Griffitt

et al., 2009). Moreover, the knowledge of biologicaleetf, target sites, and especially the
3
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modes of action of the engineered particles seenhbe tinappropriate yet (Manusadziamefs
al., 2012).

Nanoparticles of CuO were identified as being ingoair in ecotoxicological assays
due to their relatively low dissolution rate buteith potentially high toxicity towards
organisms (Buffeet al., 2011). Several studies have demonstrated tgxiditCuO NPs to
aquatic organisms (Heinlaaa al., 2008; Kahru & Dubourguier, 2010; Buffet al., 2011;
Aruoja et al., 2009; Isaniet al., 2013). Thus, it is necessary to characterizeectly their
effects on aquatic organisms, considering the higlicity before demonstrated by copper
ions to aquatic organisms (Kahru & Dubourguier, @0Dn the order hand limited data are
available in the literature on chromium oxide NRi¢dy. Annaraoet al. (2008) examined the
distribution of CsO3 NPs in rats and found that its absorption throtighskin was efficient
and NPs was evenly distributed in the tissues anschas. Vajpayeet al. (2011) evaluated
the phytotoxic effects of @Dz NPs to wheatTiticum aestivum), and observed that there was
inhibition of seed germination and seedling grovinhconcentration-dependent manner.
However, studies published in the internationaréiture on the toxicity of these types of NPs
to aquatic organisms are limited. Léhal. (2013) used zebrafisibénio rerio) embryos and
demonstrated that &Ds; NPs interfered in embryo hatching.

The aim of this work was to evaluate the acutecibxiof CuO and GOs; NPs,
comparing with CuS@as Cd" ion source and Cr(N¢) as Cr* ion source , usin@aphnia
similis. Daphnids are considered a keystone species iatiagoxicology because they are
filter-feeders and are able to ingest NPs. Theyelaso been proposed as a model organism

for the ecotoxicological testing of nanomateria#istél et al., 2013).
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MATERIAL AND METHODS

Materials

The following materials were used to synthesizesl ¢lvaluated NPs: copper sulfate
hydrate (CuS@Q5H,0), sodium carbonate (MNaOs;), chromium nitrate hydrate
(Cr(NO3)3.9H,0) and sodium hydroxide (NaOH) purchased from V&t{€uque de Caxias,

RJ, Brazil) and distilled water. All chemicals werealytical grade and were used as received.

CuO NPs synthesis

CuO NP was prepared via direct thermal decompwositiethod (Das et al., 2013) with
a few modifications. The precursor was synthesiaeddding 100 mL of a 60 mmol MaO;
solution to 100 mL of a 50 mmol Cu$6H,0 solution, and the mixture was ultrasonicated in
a ultrasonic cell disruptor (Unique — 100 W, 99%tloé maximum power) for 60 min at 60
°C. The precipitate produced was separated byifiggdation and washed several times with
warm distilled water to remove any possible remmnions in the final product. Then, the
precipitate was transferred to a silica crucibld placed in an oven at 70 °C for 12 h. Finally,
it was placed in a preheated muffle furnace at €D@or decomposition. After 2 h, the silica
crucible was removed from the furnace and alloweadol to room temperature, and the

resulting dark brown powder was ground and sieved.

Cr,03 NPs synthesis

The CpOs; NPs were synthesized using the thermal degradatiethodology of
Cr(OH); proposed by Bariobre-Lope al. (2003) with few modifications. 21 mmol
Cr(NO3)3.9H,0O and 50 mmol NaOH were added to 100 mL of distiliater and stirred for

30 min. The product was separated by centrifugadimh washed several times with distilled

5
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water. The Cr(OH)was dried in an oven for 24 h at 90 °C. Finallg groduct was calcined

at 400 °C for 3 h for obtain gD; NPs.

Characterizations of NPs

All synthesized NPs were characterized by X-rayralitograms (XRD), which were
measured over the angular range 6f=220° - 80° using a Philips X'Pert diffractometer
equipped with a copper tube (CaK\ = 1.54056 A). Images revealing the morphologie$ an
sizes of the NPs were obtained using a transmisseetron microscope (TEM; JEM-1011
TEM microscope). The zeta potent{§) of the NPs was measured using a Malvern Zetasizer
Nano ZS (ZEN 3600 model). The samples for zetanaleand transmission electron

microscope were prepared in ultrapure water (UW (1.

Ecotoxicity testing

Suspensions of CuO NPs (100 mig) land CsO; NPs (1000 mg £) were prepared in
mineral water and sonicated for 30 minutes in drastnic bath (Colle Palmer 8891). CuO
NPs were tested at concentrations 0.02; 0.04; @@®; 0.10; 0.12 and 0.14 mg@'LCrO;
NPs were tested at concentrations 10, 15, 20,@33and 40 mg L

For comparison, solutions of the salts (Cy&@d Cr(NQ)3) used in the NPs synthesis
were tested as a source offCand CF", respectively. CuSfwas tested using the nominal
concentrations of 0.02; 0.04; 0.06; 0.08; 0.102Gad 0.14 mg £, while Cr(NQ)swas
testedusing nominal concentrations of 30, 60, 90, 120, 45d 180 mg L. The tests were
performed immediately after the preparation ofgshspensions and solutions.

D. similis stock cultures were kept according to procedur®@NR713 (ABNT, 2009).
The sensitivity of thd. similis culture was monitored monthly with sodium chlor{#&Cl),

Sigma Aldrich,> 99% purity, as a reference substance, and thereulas used if the results
6
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were within the range expected toxicity whose E@BOuld be between 1.6 and 3.6 § L
(CETESB, 1994). Acute toxicity tests were perfornaedording to the NBR 12713 (ABNT,
2009). For each of four replicates, five organigin$o 24-h-old were exposed during 48 h in
10 mL of each test concentrations under static itiond at 20 + 2 °C in the dark. After
exposure, immobilized organisms were counted amd BE&E50 (48 h) estimated by the
Trimmed-Spearman Karber method (Hamilebal., 1977). Tests were considered acceptable

if D. similisimmobility in negative controls did not exceed 10%

RESULTSAND DISCUSSION

Characterizations of NPs
Factors such as nanoparticle aggregation, sizesarfdce properties play a crucial

role in nanoparticle toxicity because they affée bioavailability of such materials (Sousa &
Teixeira, 2013)and so the characterization of NPs that will bensited to ecotoxicological
evaluation is a fundamental step.

TEM images of the synthesized CuO and@MNPs are shown in Figure 1 (a and b).
The TEM image in Figure la shows that the NPs aegly spherical, with diameters ranging
from 50 to 100 nm. Figure 1b shows an irregularphotogy, with rare scattered clusters and

NPs with sizes ranging between 15 and 30 nm.

Figure 1

The crystalline structures of NPs were examinedBp (Figure 2 (a) and (b)). For
CuO NPs the diffraction peaks from are consisteitih Whe standard structure and can be
indexed to the monoclinic phase of CuO (JCPDS Ne5®8) (Massarottt al., 1998). The

results indicated that the products are consistguiiee phase. Different peaks were observed
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at M = 32.50° (110), 35.42° (002), 38.70° (111), 48(22%2), 53.49° (020), 58.27° (202),
61.52° (113), 66.22° (311) and 68.12° (220) comedp to several planes of CuO NP. This
confirms the formation of CuO NPs. For,Og NPs the diffraction peaks from are consistent
with the crystal structure rhombohedral (space grdé7, R-3c) and hexagonal lattice
parameters (JCPDS No. 082-1484). Different peakse vebserved at= 24.65° (012),

33.70° (104), 36.32° (110), 39.86° (006), 41.463)144.28° (202), 50.28° (024), 54.86°
(116), 63.32° (214) and 65.27° (300) correspondseieral planes of D3 NPs. The

crystallite size based on X-ray peak broadening wsimated using Debye-Scherrer’s

equation (Equation 1) (El-Trasskal., 2012):

d(A) = (1)

wherek is an empirical constant equal to 0.9s the wavelength of the X-ray source (1.5405
A), p is the full width at half maximum of the diffracti peak, and is the angular position of
the peak. The average value calculated for thdaalhys size for CuO NPs is 25.2 nm and for
Cr,0O3 NPs is 28.40 nm.
Figure 2

Zeta potential value for CuO NPs suspension irapltre water was -11.73 mV, and
the pH of the suspension was 6.07. The measuretaf Zotential of GO3 NPs was -19.65
mV and pH = 6.87. Zeta Potential is a common indicaf surface charge, which is the
electrical potential at the surface of a sphere theludes the particle and adjacent water
molecules that travel with the particle duringrmstion. A common rule of thumb is that the
zeta potential must be > 30 mV or < -30 mV for fsfmn to be sufficiently strong to avoid
agglomeration (Oberdorstetral., 2013).

The zeta potential indicates the stability of NiPsalution. The higher the value of the

zeta potential greater will be the stability of NH&ese results indicate that,Og is more

8



198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

211

212

213

214

215

216

217

218

219

220

221

222

stable in solution than CuO and both NPs exhibitwthin the pH range suitable to perform

toxicological testing.

Ecotoxicity testing

The EC50 were determined from the means of re$udts three independent tests.
Since the literature suggests that the toxicitynetal NPs is mainly related to the release of
the metallic iongHeinlaanet al., 2008; Aruojaet al., 2009; Perreault al., 2014), the EC50
were corrected for mass of cooper present in the &Pwell as in the Cug@nd for mass of
chromium present in to g3 NPs and Cr(Ng)s.

The EC50 mean for CuO NPs was 0.064 mband for CuS@was 0.015 mg t
(Table 1). CuO NPs were four times less toxic tth@ncopper sulfate salt (values corrected
by mass of copper). The CusbC50 obtained foD. similis is in agreement to the results of
Bertolletiet al. (1992), 0.023 mg L. Besides different species Béphnia present differences
in the sensibility to metals, Araua al. (2005) compare the toxicity of Cug@sing three
different species oDaphnia. The author obtained similar values of CuFEL50 for D.
similis and D. magna (0.0447 and 0.0426 mg™Lrespectively, values of EC50 without
correction for Cu mass). Rodgher al. (2010) evaluated the response @f similis to
cadmium and chromium and concluded that this spisci@s sensitive to metals as other
standardized Daphnia species and behaves as dntedeabrganism for ecotoxicological
assessments. Based on this data and in the laokioity data for CuO NPs tD. similis we
compare our results with data frddnmagna available in the literature.

Table 1

The EC50 values for CuO NPs and CuyS0tained in this work were lower than

values available in the literature fbr magna. Heinlaanet al. (2008) compare the toxicity of

CuO NPs with particle size ~30 nm and Cy®®taining EC50 of 2.6 mgtfor CuO NPs
9
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and 0.07 mg L for CuSQ. Blinovaet al. (2010) also compare the toxicity of CuO NPs with
CuSQ in natural river waters samples collected in stketent sampling sites. The authors
obtained EC50 ranging from 92.7 to >200 m§ for CuO NPs and 0.24 to 0.92 m{ to
CuSQ. The lower toxicity observed in river water sangpie comparison to the test media
was attributed to the presence of organic matir ¢hn strongly complex to Cu and reduce
the bioavailability of copper ions (Blinowtal., 2010).

Copper sulfate salt was more toxic than the CuO fdPlothD. similis andD. magna
(Heinlaan et al., 2008; Blinovaet al., 2010). The same behavior was observed to
Oncorhynchus mykiss (Isaniet al., 2013) and_emna gibba (Perreaultt al., 2014). The higher
toxicity of the CuSQis associated to the greater bioavailability ofi@s in de test media in
comparison to the release of Cu ions from the Cu@s.NOther important factor is the
aggregation of the NPs that can decrease the eetdd3u ions (Perreaudt al., 2014). In this
work the lower toxicity of the CuO NPs in relatiohCuSQ may be related also by CuO NPs
tendency to agglomerate, which may have reducecethase of Cl in the test medium and
also a lower intake of the agglomeratesysimilis. This tendency to agglomeration and
coagulation was observed during the preparationthef suspension and by the low zeta
potential (-11.73 mV).

During the evaluation of the tests organisms, i whserved an increase in the size of
fat droplets as a response to exposure to nandeafigure 3b) compared to control (Figure
3a). Artalet al. (2013) also reported small bubbles under thepea ofD. similis exposed
the silver nanowires that were similar to thoseeobsd in this work. The organisms exposed
to CuSQ suffered great damage with exposure of interngduas (Figure 3b).

Figure 3.
Although the toxicity of CuO NPs was lower thanttbhthe CuSQ@ salt, the values of

EC50 had become very low, indicating high toxicA&gcording to Directive 67/548/EEC, the
10
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main EU legislation on chemical safety, substaribas exhibit EC50 less than 1 md lare
classified as very toxic (Kahru & Ivask, 2012), icetting that the CuO NPs and CuSi@ay
offer potential risks to aquatic biota.

Until the finishing of this manuscript, few studie@svestigated the chromium NPs
toxicity. Lin et al. (2012) investigated the toxicity of chromium NPsaguatic organisms
using Danio rerio. This study has indicated that,Os NPs could interfere with embryo
hatching by a chelator-sensitive mechanism thatles ligation of critical histidines in the
ZHE1 (metalloprotease, responsible for degradaifadhe chorionic membrane) center by the
shed metal ions. Moreover Horet al. (2011) demonstrated that O NPs have a high
cytotoxic potential to human keratinocyte HaCaTscel

The mean EC50 for @@; NPs was 6.74 mgtand forCr(NOs); was 11.98 mg t
(Table 2). CsO3; NPs were approximately two times more toxic thatolution of Cr(NG)s.
For the CsO; NPs the toxicity cannot completely be explainedt®s CF* ions release. The
reduced size of the @3 NPs (15-30 nm) and the higher zeta potential nzaseftontributed
to the observed toxicity. The tested@s NPs were more stable in suspension and have less
agglomeration potential. Thus, in addition to chiam released in the test medium, the NP
present in thé®. similis gut may have acted as a direct source of relelaSe ions to the test
organism tissues. Hund-Rinke & Simon (2006) foumat particles with smaller diameters are
more easily ingested bip. magna, without any selective mechanislowever, larger
particles are more difficult to be processed byDaphnia (Baudo, 1987), thereby avoiding
that the NPs reach the filter chamber.

Table 2

Organisms exposed to NP,Og were observed after the end of the test, and wklco

observe that thBaphnia were partially disintegrated and presented a daaterial inside the

bodies (Figure 4a), suggesting the intake of teeetENPsWe also observed blue spots in the
11
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organisms exposed to Cr(Nf@ probably due to deposition of chromium nitrate the
carapace obD. similis (Figure 4b).
Figure 4

Some EC50 values for trivalent chromium have begonted for invertebrate species.
Caloto-Oliveira (2007) evaluated the toxicity oftgesium dichromate tD. similis and the
EC50 obtained was 0.081 mg*l(value corrected by chromium mass). Domagna, the
range of EC50 obtained to chromic nitrate rangimgnf2 and 58.7 nugt (USEPA, 1980),
varying according to the hardness of the water.

Substances with EC50 value ranging 1-10 rifgake considered toxic in accordance
with Directive 67/548/EEC and dangerous when EC&l0esranging 10- 100 mgL(Kahru
& Ivask, 2012). Thus the NP &3; and chromium nitrate can be considered as toxit an

dangerous, respectively.

CONCLUSIONS

Both NPs tested showed toxicity B similis, but with distinct behaviors. While the
toxicity of CuO NPs appears is primarily associagth the release of Cu ions in the test
medium, this mechanism does not appear to be tle caase of the toxicity of GDs; NPs.
The CrO3; NPs were approximately two times more toxic tharomium salt indicating the
characteristics of NPs, such as its reduced siag,am important influence on the toxicity
observed. In view of the wide use of these NPsthanl release into the environment, further
ecotoxicological studies of these materials aralired, mainly of chromium nanoparticles,

whose ecotoxicological data are scarce.
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483 Tables

484 Table 1 - EC50 values obtained for the three inddeet tests performed with CuO
485 NPs and CuSgQusingD. similis.
CuO NPs CuS0O,
Test EC50* (mgL™) IC 95%** EC50* (mgL™) IC 95%**
1 0.051 0.05-0.06 0.010 0.01-0.01
2 0.065 0.06 — 0.07 0.012 0.01-0.01
3 0.077 0.07 - 0.08 0.010 0.01-0.01
Mean 0.064 0.010
Standard 0.013 0.001
deviation
CV (%)*** 20.350 11.540
486 * EC50 — Effective concentration 50%
487 ** |C95% - Confidence interval of 95%
488 *** Coefficient of variation
489
490 Table 2 - EC50 values obtained for the three inddeet tests performed with £¥;
491 NPs and Cr(N@)susingD. similis.
Cr,03; NPs Cr(NO3);
Test EC50* (mgL™ IC 95%** EC50* (mgL™) IC 95%**
1 6.53 5.95-7.17 12.26 11.17 — 13.47
2 6.73 5.76 — 7.88 11.03 9.12 -13.33
3 6.96 6.51-7.22 12.67 11.19-14.34
Mean 6.74 11.98
Standard 0.21 0.85
deviation
CV(%)**=* 3.20 6.96
492 * EC50 — Effective concentration 50%
493 ** |C95% - Confidence interval of 95%
494 *** Coefficient of variation
495
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Figures

a ad b
Figure 1. TEM image of CuO NPs (a) and@3sNPs (b)
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Figure 2. XRD of CuO NPs (a) and XRD of,Og NPs (b)
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522

523 Figure 3.D. similisat control (a)D. similis after exposure to CuO NPs (b), indicating
524 size increases of lipid droplets and after exposu@uSQ (c).
525

526

527 Figure 4. D. similis after exposure to Cr,O3; NPs (a) and Cr(NOs); (b).

528

24



