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RESUMO

A nanotecnologia, ciéncia que estuda a criagéo de dispositivos e materiais, utilizando
0 controle da matéria na escala de nanémetros € considerada atualmente area
inovadora de crescimento cientifico e econdmico; desperta grande interesse de
diversos setores e seu uso, devido as suas caracteristicas, principalmente o seu
tamanho (0-100 nm) j& é disseminado em muitas &reas, que incluem, a
farmacéutica, de equipamentos eletronicos, industria de tintas e manufaturas entre
outras. No entanto, os estudos toxicologicos disponiveis sdo insuficientes para
identificar com precisédo os efeitos a salde e ao meio ambiente resultantes do uso
dos nanocompostos. Dentre as nanoparticulas, as de 6xido de cromo Il (NP Cr203)
possuem uma grande variedade de aplicacdes. Portanto, o objetivo deste trabalho
foi avaliar a toxicidade da NP Cr203 em agua marinha reconstituida (AMR) por meio
de ensaios toxicolégicos agudos e cronico utilizando o microcrustdceo marinho
Mysidopsis juniae. Para tanto, foi realizada a caracterizacdo das NP Cr20s3, por
diferentes técnicas fisico-quimicas, em diferentes meios, avaliacdo toxicologica
através de testes de toxicidade das NP Cr203, de exposi¢do aguda com definicdo da
CLsoesh) e crbnica e transgeracional avaliando: natalidade, mortalidade e biometria
durante o periodo de 63 dias. Por fim, foi realizada analise da concentracao dos ions
de Cr (lll) e (VI) e cromo total para as concentracdes do teste agudo (25, 50, 75,100
e 125 mg.L?) e cronico (5 mg.Lt). Os resultados da caracterizacdo da NP Cr203 por
Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET), Microscopia de Varredura com
Emissdao de Campo (MEV-FEG) e Difratometria de raios-X mostraram que, 0
diametro da particula encontra-se em escala nanométrica (21,8 nm), mostrando
ainda, que ha formacdo em suspensdo de grandes aglomerados de NP,
especialmente em meio salino, o que foi confirmado pela analise do diametro
hidrodindmico. Em relagédo a avaliacdo toxicol6gica aguda, observou-se que abaixo
da concentragdo de 5 mg.L! nédo ocorreu mortalidade e a partir da concentracéo de
25 mg.L?, sempre ocorreu mortalidade, sendo a concentragdo de 125 mg.L*
responsavel pela mortalidade total dos organismos em 96 h de exposi¢cao. A CLso(9sh)
encontrada para o organismo teste exposto as NP Cr203 foi de 58,86 mg.L*. O teste
cronico e transgeracional mostrou que apenas o0 parametro mortalidade da 2°
geragdo exposta a concentragdo de 5 mg.L* de NP Cr20z3 foi afetado pela substancia
estudada (p<0,05). Por fim, foi possivel verificar nas analises dos ions cromo tanto
para as concentracdes do teste agudo quanto para a do teste cronico, a presenca de
Cr (VI), sendo que ja na concentracdo 5 mg.L* de NP Cr203 a concentracédo de Cr
(VI) foi de 0,25 mg.L?, resultado este acima do limite padrdo para langamento de
efluentes  definido pela resolugio n CONAMA  430/2011, aumentando
exponencialmente para as demais concentragbes avaliadas. Assim, este estudo
mostra que as NP Cr203 quando dispersas em meio salino e quando encontradas
em diametro muito reduzido tendem a ter baixa estabilidade podendo contribuir para
a aglomeracédo das NP, sendo uma possivel causa de diminui¢cdo da toxicidade uma
vez que dificultaria a absorcao pelo organismo, no entanto, esta mesma instabilidade
também contribui para a liberacdo de ions e neste estudo, verificou-se a presenca
de Cr (VI), que pode ser, neste caso, 0 maior responsavel pela toxicidade
encontrada.

Palavras-chave: Nanoparticulas; Oxido de cromo; Toxicidade aguda; Toxicidade
cronica; Mysidopsis juniae



ABSTRACT

Nanotechnology, the science of creating devices and materials, from the control of matter
on the nanometer scale is currently considered an innovative area of scientific and
economic growth; arouses great interest from various sectors and its use, due to its
characteristics, especially its size (0-100 nm) is already widespread in many areas,
including the pharmaceutical, electronics, paint industry and manufacturing, among
others. However, toxicological studies are insufficient to accurately identify the effects to
health and to the environment resulting from the use of nanocomposites. Among the
extensive use of nanoparticles, the Chromium (l1l) Oxide nanopatrticle (Cr.O3 NP) have a
wide variety of applications. Therefore, the aim of this study was to evaluate the toxicity of
Cr203 NP in reconstituted seawater (RSW) through acute and chronic toxicological tests
using microcrustacean marine Mysidopsis juniae. Therefore, the characterization of
Cr203 NP was carried out by different physicochemical techniques, in different means,
through toxicological testing toxicity of Cr2.Os NP, acute exposure to defining the LCso(gen)
and chronic and transgenerational test evaluating: birth, mortality and biometrics during
the period of 63 days. Finally, it was conducted the analyzing of the concentration of Cr
(1), Cr (V1) ions and total chromium to the concentrations of acute test (25, 50, 75,100
and 125 mg L) and chronic (5 mg L™?). The results of the characterization of Cr.03 NP by
Transmission Electron Microscopy (TEM), Scanning with Field Emission (SEM-FEG) and
X-ray Diffraction showed that the particle diameter is in nanometer scale (21,8 nm),
showing further that there is formation of large agglomerates of suspension NP,
especially in saline, which was confirmed by analysis of the hydrodynamic diameter. For
acute toxicological evaluation, it was observed that concentration below 5 mg L have no
mortality and from the concentrations of 25 mg L, always occurred mortality, being the
concentration of 125 mg L - the responsible for overall mortality of organisms in 96 h
of exposure. The LCsosh) found for the test organism exposed to Cr.Os NP was 58.86
mg L. Chronic and transgenerational test showed that only the parameter mortality of
2nd generation exposed to concentration of 5 mg “! of Cr.0z NP was affected by the
studied substance (p<0.05). Finally, it was possible verify on analysis of chromium ions
for both concentrations of acute test as to the chronic test, the presence of Cr (VI), and
already in the concentration of 5 mg L of Cr.O3 NP the concentration of Cr (VI) was 0.25
mg L, a result above the standard limit for discharge of effluents defined by Resolution
CONAMA 430/2011, exponentially increasing for the other evaluated concentrations.
Thus, this study shows that Cr.Os NP when dispersed in saline and when found in very
small diameters tend to have low stability and can contribute to the agglomeration of NP,
being a possible cause of decrease toxicity which would hinder the absorption by the
organism, however, this same instability also contributes to the release of ions and in this
study, it was found the presence of Cr (VI), which can be, in this case, the most
responsible for the toxicity found.

Keywords: Nanoparticles; Chromium oxide; Acute toxicity; Chronic toxicity; Mysidopsis

juniae
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1. INTRODUCAO

A nanotecnologia € area inovadora de crescimento cientifico e econdmico e
gue pode apresentar riscos para a saude ambiental e humana, existindo, portanto, a
necessidade de se abordar questdes de seguranca de uso, antes de sua utilizacéao
generalizada (MOORE, 2006; SUPPAN, 2013). Apresenta, ainda, grande interesse
de diversos setores e seu uso ja é disseminado em areas que incluem medicina de
diagnoéstico, farmacéutica, eletrbnica, de implantes e proteses (PERKEL, 2003;
ROYAL SOCIETY AND ROYAL ACADEMY OF ENGINEERING, 2004).

O prefixo “nano” esta relacionado a uma escala de medida em que um
nandémetro representa um bilionésimo do metro ou um milionésimo do milimetro.
Portanto, para ser classificado em escala nano, € necessario que o material
apresente pelo menos uma dimensao na escala de nanémetros (LISBOA-FILHO &
MONTEIRO, 2013; NNI, 2013).

Estruturas nessa escala apresentam propriedades funcionais Unicas, grande
versatilidade e permitem novas aplicacdes, que muitas vezes, ndo Sao possiveis
trabalhando com materiais na escala macro (CHAU et al., 2007; NNI, 2013; KRUG,
2014).

As nanoparticulas de 6éxidos metélicos fazem parte dos principais tipos de
nanoparticulas sintetizadas pelo homem e incluem os 6xidos de cobre, zinco, niquel,
ferro, diéxido de titanio, entre outros. A NP de 6xido de cromo Ill (Cr203 NP),
especificamente, pode ser utilizado para pigmentacédo verde (BROCK et al., 2000;
GIBOT e VIDAL, 2010) para aumentar a resisténcia ao desgaste (KITSUNAI et al.,
1991; LIU et al., 2009) e para protecdo térmica (BERDAHL, 1995) entre outros usos
dependendo do tamanho das nanoparticulas (KAWABATA et al., 1995; MEDEIROS,
2007).

Por apresentarem tamanho muito reduzido, podem fornecer superficies aptas
para adsorverem e transportar toxicos em agua marinha, principalmente, pelo fato
da salinidade poder alterar as caracteristicas da superficie de nanomateriais, como
por exemplo, a capacidade de aglomeracéo, aléem de propriamente gerar toxicidade
(MOORE, 2006). Sendo assim € importante realizar uma maior investigacao para
avaliar o comportamento e as propriedades de ligacdo de nanoparticulas em agua

marinha.
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A ecotoxicologia € geradora de conhecimento basico e essencial que pode
subsidiar a formulagdo de dispositivos legais, normas, programas e diretrizes para
lidar com questdes de risco ecotoxicoldgico, potencial ou real, determinado pelo uso
e pelo lancamento de diversas substancias no meio ambiente (FERNICOLA et al.,
2004). Aragao e Araujo (2006) descrevem testes com Mysidopsis juniae (Silva,
1979) para avaliacao ecotoxicolégica de aguas marinhas. Resgalla Junior e Laitano
(2002) citam que, considerando a concentracéo letal mediana (CLso), de forma geral,
0s misidaceos sao organismos-teste sensiveis.

O interesse da ecotoxicologia sobre 0os nanomateriais vem aumentando
devido a expansdo na comercializacdo de produtos nanoestruturados de tal maneira
que, conhecer e avaliar os riscos causados aos sistemas aquaticos é de
fundamental importancia. Neste contexto, os resultados em sistemas aquaticos, por
sua vez, podem ser considerados para representar possiveis perigos que o0 meio
ambiente e a humanidade de uma maneira geral esta sendo exposta
(PASCHOALINO et al., 2010). Segundo Blinova et al., (2010), os testes
ecotoxicolégicos sdo indispensaveis na avaliacdo dos riscos ao meio ambiente
provocados por nanoparticulas sintéticas.

Estudos de toxicidade e de ecotoxicidade de particulas cujos componentes
sdo considerados atéxicos em escala macro ou microscépica, tornaram-se
necessarios pela mudanca nas propriedades deste material quando em escala nano,
tais como, a rapida mobilidade no ambiente e nos organismos, sendo que, as rotas
de exposicdo de um nanomaterial no ambiente sdo através da atmosfera, do solo,
sedimento e nos sistemas aquaticos (PASCHOALINO et al.,, 2010). Alguns
trabalhos, neste sentido, procuram contribuir para elucidar o comportamento
toxicolégico de nanoparticulas, como por exemplo, o estudo de Perreault et al.,
(2012), Vaz (2013), Melegari et al., (2013), Lalau et al., (2014), Rossetto et al.,
(2014), Tavares et al., (2014) entre outros.

Avaliar a toxicidade simulando o ambiente marinho e com organismos
marinhos €& importante, considerando que atualmente chegam ao mar, direta ou
indiretamente, muitas substancias possivelmente toxicas e com potencial para
prejudicar a cadeia tréfica deste ambiente, dentre elas, mais recentemente, as
nanoparticulas.

Assim, o tema do presente estudo ira contribuir com o fornecimento de

dados em relacdo a toxicologia da NP de 6xido de cromo lll, quando dispersas em
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meio marinho reconstituido para auxiliar nas tomadas de decisdo associadas a
nanotecnologia, buscando ainda, respostas sobre o mecanismo de toxicidade
envolvido na interagdo das NP Cr203 com um sistema bioldgico.

Além disso, o Programa Internacional de Seguranca revelou que o Cr (VI)
causou varios danos genéticos em testes de mutagenicidade de curto prazo (WHO,
1988), o que reforca a importancia da realizacdo deste estudo devido ao possivel
envolvimento destes ions no mecanismo de toxicidade das NP Cr20s.

Neste contexto, e parte integrante do projeto de financiamento do CNP(q
namero 17/2011 através da Rede Cooperativa de Pesquisas em Nanotoxicologia
Aplicada a Nanoparticulas de interesse da industria petrolifera e de tintas (Rede
NANOTOX), coordenada pelo Professor Dr. Willam Gerson Matias, junto ao
Laboratdrio de Toxicologia Ambiental (LABTOX) da Universidade Federal da Santa
Catarina, em parceria com a Université de Bordeaux (Franca), a L'Université du
Québec a Montréal (Canadd), a Rice University (Estados Unidos), a Universidade
Federal de Sao Paulo (UNIFESP) e a Universidade da Regido de Joinville
(UNIVILLE), o presente trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade da NP Cr203
em AMR através de ensaios toxicolégicos agudos e crbénico utlizando o

microcrustaceo marinho Mysidopsis juniae.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a toxicidade da NP Cr203 em AMR através de ensaios toxicoldgicos

agudos e cronico utilizando o microcrustaceo marinho Mysidopsis juniae.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar as NP Cr203 em diferentes meios;

e Avaliar a toxicidade aguda de NP Cr203 sobre o organismo teste;

e Avaliar os efeitos toxicos da NP Cr203 sobre a biometria, mortalidade e
natalidade em teste crénico e transgeracional utilizando o microcrustaceo
Mysidopsis juniae;

¢ Quantificar os ions Cr (lll), Cr (VI) e o cromo total nas concentracdes de NP

Cr203 utilizadas nos testes agudos e no cronico.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 NANOTECNOLOGIA E NANOMATERIAIS

A nanotecnologia tem aberto indmeras oportunidades para o0
desenvolvimento de novos produtos com caracteristicas especificas, muitas vezes,
consideradas superiores aos materiais convencionais, pois envolve a criacdo e
manipulacdo de materiais em niveis de nanoescala (HUSSAIN et al.,, 2005;
FERREIRA & RANGEL, 2009; SILVA, 2010), sendo focada em caracterizagao,
fabricacdo, manipulacdo e aplicacdo de estruturas bioldgicas e ndo biolégicas na
escala nanométrica (SAHOO et al., 2007).

O mundo esta vivenciando uma extraordinaria expansdo da nanotecnologia
através de disciplinas tdo diversas como o0s nanomateriais, nanoeletrnica,
nanobiotecnologia entre outros, assim como tem surgido um grande numero de
produtos comerciais e aplicagcbes em nanoescala. A inovacdo em nanotecnologia
tem sido alimentada pelo grande investimento em pesquisa pelos setores publicos e
privado (RASHBA & GAMOTA, 2003).

Entre 2000 e 2007, o governo brasileiro ja fez investimentos de 160 milhdes
de reais em pesquisas sobre nanotecnologia e que podem ultrapassar os 320
milhdes de reais quando somados aos do setor privado. Esses investimentos se
devem principalmente aos interesses que o pais tem nas areas de produtos
farmacéuticos, quimicos e de cosméticos (ABDI, 2010).

Os nanomateriais podem ser definidos como materiais cujos tamanhos das
particulas que os constituem encontram-se na faixa dos nanémetros e dentre os muitos
nanomateriais pode-se citar os nanotubos de carbono, as nanoparticulas metalicas,
nanoparticulas de oxido de metais de transicdo, nanoemulsées e os mais diferentes
tipos de nanocompdsitos (ZARBIN, 2007).

As nanoparticulas estdo presentes em uma variedade de produtos que
incluem equipamentos esportivos, protetores solares, cosmeéticos, entre outros
(ROBERTSON et al., 2010), suas aplicacdes sao amplas e vao desde a fabricagao
de produtos eletrbnicos a tratamentos médicos (BAROLI, 2010), sdo também
utilizados em revestimentos anti-incrustantes (ISAZA et al.,, 2011; PERREAULT et
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al., 2012), processos de tratamento da 4gua por adsorcdo (NOWACK & BUCHELI,
2007) entre outros. S&o vistas como materiais com grande potencial de aplicacao
em diversas areas e atraem rapidamente grandes investimentos do setor privado e
governamental (ROYAL SOCIETY AND ROYAL ACADEMY OF ENGINEERING,
2004; PISCOPO et al., 2014). A Figura 1, ilustra diferentes elementos e suas escalas

de tamanho, dentre eles, os nanotubos de carbono.
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Figura 1. Representa¢éo de algumas escalas de medidas.
Fonte: TOMA (2004).

7

O comportamento das particulas é influenciado pelo tamanho da particula,
forma, carga de superficie e a presenca de outros materiais no meio. As
nanoparticulas tendem a agregar em agua do mar e sao muito influenciadas pelo
tipo especifico de material organico ou outras particulas naturais (coloides)
presentes na dgua doce (HANDY et al., 2008).

3.1.1 Cromo e nanoparticulas de 6xido de cromo

O cromo é o sétimo metal e 0 21° elemento mais abundante no planeta e foi
descoberto no ano de 1765 na RuUssia, pelo zodlogo Peter Simon Pallas, entretanto,

o elemento so6 foi isolado em 1797 pelo quimico francés Louis Nicolas Vauquelin,
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enguanto realizava ensaios com o mineral crocoita (PbCrO,), facilmente encontrado
na Russia (SILVA, 2001).

O nome cromo deriva da palavra grega chroma, que significa aquilo que
apresenta cor, fazendo referéncia as distintas coloracées em que sdo empregadas o
metal, sendo estas verdes, azul, amarelo, laranja, dependendo do seu estado de
oxidacdo (LEE, 1980; SILVA, 2001; VAITSMAN, 2001).

Em 1820, o dicromato de potassio ja era utilizado como pigmento na industria
téxtil, e, desde, 1879, o minério cromita era rotineiramente utilizado na fabricacao de
refratarios produzidos em altas temperaturas (ARFSTEN et al., 1998).

Naturalmente, o cromo € encontrado em rochas, animais, plantas, solo,
poeiras e névoas vulcanicas, geralmente no estado trivalente, ja que a ocorréncia do
estado hexavalente pode ser praticamente atribuida as atividades humanas
(emissdes decorrentes da fabricacdo de cimento, construcéo civil, soldagem de ligas
metalicas, fundi¢cdes, manufaturas de aco e ligas, galvanoplastia, lampadas, minas,
residuos urbanos e industriais, curtumes, fertilizantes e outros) (ATSDR, 2000;
WHO, 1988; SCHIRMER, 2009).

O cromo ocorre nos estados de oxidacao -2 a +6, entretanto, somente o Cr
(0), Cr (1), Cr (1) e Cr (VI) sédo os mais comuns. Com relacdo a toxicidade para 0s
homens, somente as formas (lll) e (VI) sdo importantes (WHO, 1988).

As funcbes bioquimicas e os efeitos do cromo sdo dependentes do seu
estado de oxidacdo, pois enquanto o Cr (VI) é tdoxico por ser um agente
carcinogénico, o Cr (lll) é considerado um nutriente essencial para os humanos
ainda que podendo apresentar alguma toxicidade (MANZOORI, 2007). A toxicidade
biologica do Cr (lll) é estimada em 10 a 100 vezes inferior & dos compostos
hexavalentes (FERGUSON, 2012).

O estudo de Milacic & Stupar (1995) demonstra que o Cr (Ill), se mantido com
umidade natural pode ser oxidado a Cr (VI). A toxicidade estd mais comumente
associada aos compostos hexavalente, porém, foram observadas fatalidades apos a
ingestado de compostos de ambos os tipos, e a sensibilidade cutanea provavelmente
esta associada com a forma trivalente.

Quanto a toxicocinética dos compostos cromo é variavel conforme seu estado
de oxidacdo. O Cr (VI) penetra facilmente nas células humanas, enquanto o Cr (lll)

pode ser absorvido por difusdo passiva ou fagocitose. Uma vez absorvido, o Cr é
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transportado para varios orgaos e tecidos, sendo que o Cr (Ill) liga-se a proteinas
séricas (SILVA, 2001; ATSDR, 2000).

As NP Cr20s3, por sua vez, possuem uma grande variedade de aplicagdes,
dependendo do seu tamanho (KAWABATA et al., 1995; MEDEIROS, 2007; GUPTA
et al., 2014). Sdo utilizadas na desidrogenacdo (reacdo quimica que elimina o
hidrogénio) de parafinas leves (ZHU et al.,, 2003) e em diversas areas como
catalisadores (ZHANG et al., 2004). Além das aplicacbes mais conhecidas como
resisténcia ao desgaste (KITSUNAI et al.,, 1991) e protecdo térmica (BERDAHL,
1995) particulas de 6xido de cromo com tamanho menor que 50 nm podem ser
usadas como corantes transparentes e particulas ainda menores sdo necessarias
para melhorar as propriedades de sinterizacdo (KAWABATA et al., 1995;
MEDEIRQOS, 2007).

3.1.2 Caracterizacdo de nanomateriais e nanoparticulas para estudos de toxicidade

A caracterizacdo adequada do nanomaterial é fundamental, jA que a sua
influéncia sobre a atividade biolégica pode ser alterada com a variacdo de algumas
propriedades fisico-quimicas. Nesta caracterizacdo, alguns parametros como 0
tamanho médio das particulas, a area e a composicdo quimica superficial, sédo
fundamentais. Quanto ao tamanho, o principal problema é que raramente uma
particula sera encontrada no ambiente em sua forma priméria e isolada, mas sim
formando aglomerados que podem variar de tamanho (> 100 nm), em meio aquatico,
por exemplo, pela mudanca das condicbes ambientais como for¢ca ibnica e pH
(PASCHOALINO et al., 2010). Algumas das principais metodologias para
caracterizacdo de nanoparticulas que podem auxiliar na interpretacdo dos resultados
toxicologicos sao descritas a seguir.

A Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET) permite caracterizar de
forma local e simultdnea, a morfologia, cristalografia e composicdo quimica dos
materiais em geral e € uma das principais ferramentas para realizar a caracterizacao
de nanomateriais (WILLIAMS & CARTER, 2009). As imagens geradas permitem
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também a visualizacdo da dispersdo das NP na matriz utilizada, sendo possivel
avaliar se existe a formacgéo de aglomerados ou se as NP se mantém isoladas.
A Figura 2 refere-se a NP Cr203 visualizadas em Microscopio Eletronico de

Transmissao.
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Figura 2: Imagens obtidas por MET de NP Cr20s dispersas em agua ultrapura.
Fonte: Puerari, 2014.

O Microscépio Eletrénico de Varredura (MEV), por sua vez, se tornou um
instrumento imprescindivel nas mais diversas areas devido ao desenvolvimento de
novos materiais, por exemplo, nanomateriais, que tém exigido informacfes muito
detalhadas das caracteristicas microestruturais. Conhecendo as caracteristicas da
amostra, neste equipamento, é possivel se trabalhar com melhores ajustes para
obtencdo de melhores imagens quando se tem disponiveis, por exemplo, diferentes
filamentos para obtencdo de maior brilho, como o canhdo de emissdo de campo,
conhecido como MEV-FEG (MALISKA, 2011). Por meio do microscopio eletrénico de
varredura é possivel visualizar a superficie de amostras volumosas e obter imagens
de superficies polidas ou rugosas, com grande profundidade de campo e alta
resolucdo, facil interpretacdo das imagens com aparéncia tridimensional. Possui
grande aceitacdo devido a sua ampla gama de utilizagdo e um minimo de
preparacao das amostras (MANNHEIMER, 2002).

O Potencial Eletrocinético em Sistemas Coloidais, mais conhecido como
Potencial Zeta (Pz), é o potencial existente entre a superficie das particulas e do
liquido de dispersao que varia de acordo com a distancia a partir da superficie de
cada particula (MALVERN, 2004; BEDE, 2010). Os valores encontrados de Pz
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indicam se as particulas em um liquido tendem a permanecer aglomeradas ou néo e
consequentemente fornecem informacdes sobre a estabilidade das particulas no
meio onde estdo, podendo variar bastante dependendo das caracteristicas da matriz
de dispersdo (MALVERN, 2004). E um importante método de analise para
nanoparticulas devido a grande tendéncia de aglomeracédo das NP e de mudancas
no seu comportamento, por exemplo, em meio salino.

Ja o tamanho ou didmetro hidrodindmico é utilizado para determinar o
tamanho das particulas agregadas ou ndo no meio de dispersdo onde se encontram.
E o diametro da esfera que se difunde na mesma velocidade da particula a ser
medida (MALVERN, 2004), parametro indispensavel na analise do tamanho dos
possiveis aglomerados de NP.

Outra metodologia que pode ser utilizada para elucidar o comportamento das
NP e possivelmente facilitar o entendimento da resposta toxicolégica é a
espectrometria de absorcdo atbmica. A espectroscopia atbmica refere-se a
fenbmenos envolvendo os elétrons de valéncia, abrangendo a regido do espectro
Visivel e Ultra Violeta, entre 800 e 180 nm, é uma técnica analitica bem estabelecida
e que, quando comparada a colorimetria, por exemplo, apresenta melhor
seletividade e robustez na andlise elementar (GINE, 1998; COSTA & ARAUJO,
2001). E uma das técnicas mais utilizadas na quantificacdo de metais, possui bom
limite de deteccdo e pode ser utilizada quase que na totalidade das matrizes
ambientais (COSTA & ARAUJO, 2001), facilitando, assim, ap0s preparacéo
adequada da amostra a quantificacdo de ions metalicos que possam vir a se formar

a partir de nanoparticulas em determinada matriz de disperséo.

3.1.3 Poluicdo aquatica por nanomateriais e nanoparticulas

Ao longo da histéria da humanidade, a qualidade da agua sempre foi um fator
determinante do bem-estar, ndo somente do ser humano, mas como de todos 0s
organismos. Uma das preocupac¢des constantes sobre a seguranca da agua envolve
a presenca em potencial de poluentes quimicos, incluindo compostos organicos,
inorganicos e metais, provenientes da industria, centros urbanos e agricultura
(MANAHAM, 2013).
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Os compostos toxicos que alcancam, direta ou indiretamente, 0s mares com
consequente acumulo no ambiente marinho tém causado desequilibrios neste
ecossistema, especialmente porque grandes centros urbanos estéo localizados no
litoral (VIEIRA, 2004). E limitado o conhecimento dos potenciais efeitos poluentes e
logo, téxicos dos nanomateriais, incluindo as suas consequéncias para o ambiente
aquatico (MANAHAN, 2013).

As mesmas caracteristicas que tornam as nanoparticulas interessantes do
ponto de vista de aplicacdo tecnologica podem também ser indesejaveis quando
estas sdo liberadas ao meio ambiente. O pequeno tamanho das nanoparticulas
facilita sua difusdo e transporte na atmosfera, em aguas e em solos, ao passo que
dificulta sua remocdo por técnicas usuais de filtracdo. Pode facilitar, também, a
entrada e o acumulo de nanoparticulas em células vivas (QUINA, 2004). De modo
geral, sabe-se muito pouco ou nada sobre a biodisponibilidade, biodegradabilidade e
toxicidade de novos nanomateriais (PISCOPO et al., 2014).

Pouco se sabe sobre o comportamento futuro das nanoparticulas no ambiente
aquatico e varios sdo os questionamentos que devem ser respondidos, como por
exemplo, o que acontece quando as hanoparticulas se ligam em outros
componentes? Existe sinergismo do efeito téxico? Quais sédo as rotas de absorcao
das nanoparticulas neste meio? No ambiente aquético, as mudancas nas
caracteristicas das nanoparticulas sdo fatores decisivos em sua toxicidade aos
organismos aquaticos? (MOORE, 2006). O risco toxicolégico das nanoparticulas no
ambiente &, até o momento, dificil de avaliar devido a falta de conhecimento sobre

0S mecanismos de interacdo com sistemas biolégicos (PERREAULT et al., 2012).

3.1.4 Impactos dos nanomateriais e nanoparticulas na saude humana

A contaminacdo dos nanomateriais se da por diversas vias, sendo as
principais: absorcdo no nivel celular, inalagdo, ingestdo e assimilacdo através de
superficies epiteliais externas (PASCHOALINO et al., 2010).

Além dos perigos ao meio ambiente, a exposicdo aos poluentes ambientais &
reconhecida como um importante fator de risco para a ocorréncia das internacdes

hospitalares (NASCIMENTO et al., 2006). As preocupacdes em Varios grupos sociais
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(governo, ativistas ambientais, cientistas, publico em geral, etc.) sobre a seguranca
de nanoparticulas vem aumentando consideravelmente (WIECHERS & MUSEE,
2010).

Ha um numero crescente de utilizagbes comerciais de nanoparticulas e,
consequentemente, um maior contato diario das nanoparticulas com pessoas,
aumentando o potencial de absorcéo através da pele. Recentes estudos em animais
e humanos tém procurado documentar a seguranca dos nanomateriais de consumo
(ROBERTSON et al., 2010).

As nanoparticulas podem entrar no corpo através dos pulmbes e dos
intestinos, sendo a penetracdo através da pele menos evidente e dependente das
propriedades como tamanho e superficie das particulas. Entretanto, deve-se dar
importancia a esta via de contaminacao, principalmente, por ser a principal quando
considerado o contato do ser humano com alguma matriz liquida contaminada
(HOET et al., 2004).

Os problemas ambientais podem ser extrapolados para problemas de saude,
uma vez que os seres humanos e as sociedades sdo afetados em varias dimensdes
(FREITAS, 2003).

Portanto, o enorme crescimento da nanotecnologia tem estimulado os
temores de aumento das taxas de algumas doencas (BYRNE & BAUGH, 2008). A
gravidade das consequéncias toxicologicas merece uma analise mais aprofundada
dos efeitos das nanoparticulas em seres humanos, possiveis tratamentos, mais rigor
das normas de utilizacdo e padrbes de concentracdes toxicolégicas aceitaveis
devem ser estabelecidos (BYRNE & BAUGH, 2008; MATHIAS et al., 2014).

3.1.5 Nanomateriais e legislacdo especifica

Esforcos partem tanto do governo, como da iniciativa privada para avaliar
riscos relacionados a manipulacdo de nanomateriais. Internacionalmente, a OCDE -
Organizacgéo para a Cooperagcdo Econdmica e Desenvolvimento — busca apresentar
solucdes para riscos a saude humana e as implicacbes de seguranca ambientais

associados com o uso de nanomateriais manufaturados (OECD, 2006).
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No ambito nacional, o Brasil conta com o CIN - Comité Interministerial de
Nanotecnologia, de responsabilidade do MCTI (Ministério da Ciéncia, Tecnologia e
Inovacao) tendo a finalidade de assessorar 0os ministérios na integracdo da gestao,
na coordenacdo e no aprimoramento das politicas, diretrizes e ac¢des voltadas ao
desenvolvimento das nanotecnologias no Brasil (PORTAL BRASIL, 2014).

Em 2013, o MCTI lancou a IBN — Iniciativa Brasileira em Nanotecnologia, um
conjunto de medidas para criar, integrar e fortalecer as atividades do setor, com foco
na inovagdo. No langamento, a IBN contou com investimento de R$ 440 milhdes
para fortalecer as acdes na area de nanotecnologia. Com a IBN, o governo busca
aproximar a infraestrutura académica e as empresas, fortalecendo as relacdes entre
pesquisa, conhecimento e setor privado. Uma das acdes propostas é a
reestruturacao do Sistema de Laboratérios em Nanotecnologia (SisNano), composto
por unidades especializadas de laboratorios direcionados a pesquisa,
desenvolvimento e inovacdo em nanociéncias e nanotecnologia (BRASIL, 2013).

Em agosto de 2014, o Brasil passou a integrar o Projeto europeu NanoReg,
que visa dar suporte técnico e cientifico a todas as questbes de regulacdo em
nanotecnologia. O NanoReg € coordenado pelo ministério de Infraestrutura e Meio
Ambiente da Holanda, envolvendo 64 instituicbes, em 16 paises europeus, além da
Australia, Canada, Coreia do Sul, Estados Unidos e Japdo (PORTAL BRASIL,
2014).

Quanto a normatizacdo em relacdo a escala nanométrica, destacam-se a
ISO/TR 13014:2012 que fornece orientacdo para a caracterizacdo fisico-quimica de
objetos em escala nanométrica produzidos para fins comerciais antes da avaliacdo
toxicolégica. Este relatério técnico busca ajudar cientistas, profissionais de saude e
especialistas de outras disciplinas para compreender, planejar, identificar e abordar
a caracterizacao fisico-quimica que é relevante, de tais materiais, antes de realizar
ensaios toxicologicos sobre eles (ISO, 2012).

A ISO/TR 16197:2014 fornece uma compilacdo e descricdo de métodos in
vitro e in vivo que podem ser Uteis para a toxicologia e ecotoxicologia, incluindo o
rastreio de nanomateriais artificiais e manufaturados, fornecendo uma indicagéao dos
potenciais resultados adversos e efeitos sobre a saide humana ou para o ambiente
(1SO, 2014).

Contudo, mesmo com todas as acdes e esforgcos na éarea, infelizmente,

apesar do rapido e intenso avango de materiais em escala nanométrica, ndo ha
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ainda, em esfera nacional e mundial uma legislacdo especifica que estabeleca
limites de seguranca das nanoparticulas em relacdo ao meio ambiente e ao ser
humano. Faz-se necessaria uma atitude antecipadora a esses riscos através de
praticas e politicas, como leis e mecanismos de controle (COSTA, 2014;
ENGELMANN e PULZ, 2015).

3.2 TOXICOLOGIA AMBIENTAL

A toxicologia pode ser dividida didaticamente em cinco grandes &reas:
Toxicologia Ambiental, de Alimentos, de Medicamentos e Cosméticos, Ocupacional
e Social (CHASIN & PEDROZO, 2004).

Em comparacdo com outros campos de estudo, toxicologia ambiental € um ramo
relativamente jovem da ciéncia. A toxicologia ambiental € uma ciéncia multidisciplinar
que engloba diversas areas de estudo que incluem biologia, quimica, anatomia,
genética, fisiologia, epidemiologia, estatistica e direito (YU, 2005).

Chasin & Pedrozo (2004) defendem que, a toxicologia ambiental e a
ecotoxicologia sédo sindnimos utilizados para descrever o estudo dos efeitos
adversos causados aos organismos vivos pelas substancias quimicas presentes no
meio ambiente.

Entretanto, Matias (2005) define a toxicologia como a ciéncia responsavel em
estudar os efeitos toxicos sobre os organismos de maneira individual, e a
ecotoxicologia — uma subdivisdo da toxicologia ambiental — o impacto sobre os
ecossistemas ou populacdes de organismos.

A definicdo original de ecotoxicologia esta, geralmente, atribuida a Truhaut
(1977). Ele a definiu como o ramo da toxicologia que estuda os efeitos toxicos
causados por poluentes naturais ou sintéticos em ecossistemas animais
constituintes de substancias, incluindo os seres humanos, plantas e micro-
organismos em um contexto integrado (FORBES & FORBES, 1997).

A ecotoxicologia € geradora de conhecimento basico e essencial para
enfrentar questdes de risco ambiental, potencial ou real (FERNICOLA et al., 2004).
Atualmente, os ensaios ecotoxicologicos também tém sido utilizados como uma

importante ferramenta na avaliacdo da qualidade ambiental (IHARA et al., 2010).
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3.2.1 Nanotoxicologia

Com a crescente necessidade do conhecimento dos riscos potenciais dos
compostos nanoestruturados diretamente relacionados a saude humana, surgiu o
termo nanotoxicologia, que tem como objetivo estudar e avaliar a toxicidade de
nanomateriais e nhanodispositivos diretamente em contato com o0 homem
(PASCHOALINO et al., 2010). E o estudo das interacdes das nanoestruturas com
sistemas bioldgicos, com énfase na elucidacdo da relacdo entre as propriedades
fisicas e quimicas (por exemplo, tamanho, forma, composicdo e agregacdo) de
nanoestruturas com a inducdo de respostas biolégicas toxicas (FISCHER & CHAN,
2007).

O termo nanoecotoxicologia, por sua vez, € utilizado para descrever estudos
que avaliam e/ou determinam os efeitos de nanomateriais ao ambiente
(SCHERINGER, 2008).

3.2.2 Testes de toxicidade aguda e crénica

Os testes de toxicidade consistem na determinacdo do potencial toxico de um
agente quimico ou de uma mistura complexa, sendo os efeitos desses poluentes
mensurados pela resposta dos organismos, ou partes especificas destes (CHASIN &
PEDROZO, 2004; ROCHA et al., 2004).

O uso da ecotoxicologia como ferramenta em andlises de impacto ambiental
vem sendo utilizado no Brasil desde a década de 70, primeiramente implantado pela
CETESB utilizando organismos de agua doce e somente 10 anos depois foram
realizados os primeiros ensaios com espécies marinhas e estuarinas (RESGALLA
JUNIOR & LAITANO, 2002).

O principio basico para todos os ensaios de toxicidade é semelhante e requer
condi¢cdes ambientais especificas, onde organismos-teste sdo expostos a Vvarias
concentracbes da amostra a ser testada por um determinado periodo de tempo.
ApoOs o periodo de teste, verifica(m)-se o(s) efeito(s) da amostra sobre alguns

parametros biolégicos, como mortalidade, crescimento, reprodugdo, comportamento
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dos organismos, dentre outros. Os efeitos observados sdo analisados
estatisticamente e os resultados sdo expressos em unidades numéricas, tais como:
concentracéo letal (CLso), concentracao efetiva (CEso), concentracdo de efeito nao
observado (CENO), entre outros (ARAGAO & ARAUJO, 2006).

O ensaio de toxicidade aguda permite tracar uma relacdo direta entre a
concentracdo de exposicdo de um agente e a intensidade de efeitos nocivos
observados; calcular uma concentragéo letal (geralmente, expressa como qual a
concentracdo necessaria para provocar a morte de 50% dos organismos em um
determinado tempo, CLso) e estabelecer comparacbes de toxicidade entre
substancias e diferentes espécies (VIEIRA, 2004; MAGALHAES & FERRAO-FILHO,
2008). No Brasil, os testes de toxicidade aguda vém sendo empregados,
principalmente, no monitoramento de efluentes industriais com o intuito de minimizar
o impacto ambiental e avaliar a eficiéncia de opc¢des de tratamento (MAGALHAES &
FERRAO-FILHO, 2008).

Os testes de toxicidade cronica sao utilizados para medir os efeitos de
substancias toxicas em espécies durante uma parte significativa do seu ciclo de
vida. E possivel avaliar os efeitos subletais de agentes toxicos na reproducao,
crescimento e comportamento dos organismos devido as perturbacdes fisiologicas e
bioguimicas causadas por determinados agentes (ADAMS & ROWLAND, 2002).

3.2.2.1 Organismos utilizados para testes

A exposicdo aos contaminantes pode ocasionar a mortalidade de diversos
organismos, causar alteracbes de comportamento, reproducdo e inibicbes de
crescimento. Estas alteracbes podem danificar a estrutura da populagédo e resultar
em potenciais impactos nas interacbes de diferentes cadeias alimentares
(HOFFMANN et al., 1995).

Os bioindicadores de poluicdo aquatica sdo organismos que vivem, ou estao
intimamente associados a ambientes hidricos e fornecem evidéncias de poluicdo
(MANAHAM, 2013). A utilizacdo de testes de toxicidade em animais permite
entender o mal que a toxina pode causar ao organismo e deduzir o nivel do impacto

ambiental, dependendo da toxicidade e os mecanismos de toxicidade envolvidos. A
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padronizacdo dos animais e de testes varia entre 0s paises, e ha muitas espécies
validadas. Geralmente, as espécies sdo abundantes, importante na cadeia alimentar
e sdo sensiveis a mudangas no meio ambiente (RESGALLA JUNIOR & LAITANO,
2002).

No Brasil, a ABNT e a CETESB validam os métodos com animais e testes
toxicoldgicos. Utilizando estes protocolos padrbes é possivel comparar o efeito de
diferentes compostos a mesma espécie ou analisar a sensibilidade das diferentes
espécies expostas para um mesmo composto (RESGALLA JUNIOR & LAITANO,
2002).

Dentre os varios organismos que podem ser utilizados em ensaios de
toxicidade estdo os misidaceos, que sdo organismos muito semelhantes a pequenos
camardes. Apresentam corpo alongado, com tamanho que varia de 2 a 30 mm de
comprimento e sua principal caracteristica é a presenca de um marsupio ventral
(RUPPERT & BARNES, 2005; ABNT, 2011). Possuem olhos pedunculados,
carapaca incompleta, abdémen distinto do cefalotérax. Algumas espécies vivem em
agua doce, mas a maioria € marinha, sao encontradas em todas as profundidades e
podem estar em grandes grupos (RUPPERT & BARNES, 2005).

Apresentam manuseio em laboratério bem estabelecido, ciclo de vida curto,
pequeno tamanho e sensibilidade a diversas substancias téxicas (NIMMO e
HAMAKER, 1982). Os misidaceos sdo reconhecidos por serem organismos com
grande potencial reprodutivo, de facil aquisicdo e manutencdo e com testes que
apresentam boa reprodutibilidade (OLIVEIRA et al., 2006), caracteristicas estas que
favorecem a sua utilizacdo em testes de toxicidade. A Figura 3 apresenta

exemplares de ambos os sexos de Mysidopsis juniae (Silva, 1979).

(a) ()

Figura 3: Exemplares de Mysidopsis juniae. (a) FEmea com destaque para o formato do marsupio (b)
macho. Fonte: VAZ (2012).
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Os misidaceos sdo omnivoros, capazes de se alimentar de pequenas
particulas retiradas da superficie de seu proprio corpo, se necessario e de capturar
organismos plancténicos (RUPPERT & BARNES, 2005).

Estudos ecotoxicolégicos com misidaceos séo relevantes, pois misidaceos
constituem um dos componentes da dieta de varias espécies de peixes, por sua vez,
utilizados para consumo humano. Qualquer contaminacdo dos misidaceos
(consumidor primério) pode acarretar consequéncias para o ecossistema quando

considerado sua importancia na cadeia tréfica (EVANS et al., 1982).

3.2.2.2 Mysidopsis juniae

O organismo Mysidopsis juniae, organismo objeto de estudo deste trabalho
possui a seguinte classificacéo filogenética (RUPPERT & BARNES, 2005):

Reino Animalia
Filo Arthropoda
Subfilo Crustacea
Classe Malacostraca
Subclasse Eumalacostraca
Superordem Peracarida
Ordem Mysidacea
Familia Mysidae
Género Mysidopsis

Espécie Mysidopsis juniae (Silva, 1979).

A principal caracteristica morfolégica para a distincdo da espécie é o formato
do telson (Figura 4) — estrutura quitinosa presente na extremidade do ultimo
segmento do corpo — que apresenta um tubérculo distal no apice (STORER, 2007;
ABNT, 2011).
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Figura 4: Formato do télson de Mysidopsis juniae (Silva7, 1979).
Fonte: BADARO-PEDROSO et al., (2002).

Sao organismos de habitos epibénticos, conhecido por ser predador de outros
crustdceos, como o0s copépodos, e por ser filtrador de diatomaceas. Podem
apresentar também comportamento de canibalismo, dependendo da situagcéo
ambiental, como as de estresse, ou na grande escassez de alimento. Sua
reproducdo é sexuada e seus ovos sdo armazenados em uma bolsa incubadora,
onde emergem os organismos jovens (DOMINGUES & BERTOLETTI, 2006). M.
juniae tem ocorréncia registrada nos estados de S&o Paulo e Rio de Janeiro (ABNT,
2011).

A metodologia para sua utilizagdo como organismo-teste em testes de
toxicidade aguda foi padronizada pela CETESB (1992) e ABNT 15.308:2011 (ABNT,
2011).



32

4. METODOLOGIA

4.1 ORIGEM DA REDE COOPERATIVA DE PESQUISAS EM NANOTOXICOLOGIA
E IMPORTANCIA DO PRESENTE ESTUDO

Atendendo a chamada MCTI/CNPqg N° 17/2011 — Apoio a criacdo de redes
cooperativas de pesquisa e desenvolvimento em Nanotoxicologia e
Nanoinstrumentacdo o professor Dr. William Gerson Matias — UFSC, submeteu e
teve o projeto intitulado Rede cooperativa de pesquisas em nanotoxicologia aplicada
a nanoparticulas de interesse da industria petrolifera e de tintas (Rede NANOTOX)
aprovado.

A rede de pesquisa € coordenada pelo prof. Wiliam, que através da
realizacdo do doutorado na Université de Bourdeax Il pode desenvolver a area de
Toxicologia ambiental na UFSC e desde entdo, firmar diversas parcerias com outras
instituicdes, nacionais e internacionais, dentre estas a Universidade da Regido de
Joinville - UNIVILLE, cooperando inclusive na formacgédo doutoral de professores da
UNIVILLE.

Tal rede de cooperacao ja possibilitou a formacdo de mestres e doutores e
resultou em diversos estudos em nanotoxicologia publicados, dentre eles, Tavares et
al., (2014), Rosseto et al., (2014); Melegari et al., (2013), Perreault et al., (2012) e o
artigo de Vaz, et al., (2013) intitulado Assessment of chronic toxicity in water samples
from the Babitonga Bay - south of Brazil — using transgenerational testing
with Mysidopsis juniae resultante da tese de doutorado do prof. Cleiton Vaz da
UNIVILLE.

Dentro deste contexto, e complementando outros trabalhos que foram, ou
estdo sendo realizados pela rede NANOTOX encontra-se o presente estudo,
buscando assim auxiliar na elucidacédo da toxicidade de nanoparticulas que séo de

interesse para a industria petrolifera e de tintas.



4.2 ABORDAGEM METODOLOGICA E EXPERIMENTAL

Para atender integralmente aos objetivos, foram realizados os procedimentos
experimentais que podem ser visualizados na Figura 5. As NP Cr20s3 foram
caracterizadas por diferentes técnicas com o intuito de conhecer algumas de suas
propriedades, como por exemplo, o tamanho da particula e verificar como se
comportam em diferentes condi¢des de dispersao.

Foram executados testes de toxicidade aguda com o organismo Mysidopsis
juniae em AMR contendo NP Cr203 para definicdo da ClLsowsh e avaliagdo dos
efeitos toxicos agudos; e teste cronico e transgeracional de exposicao repetida para
identificar se ha danos ao organismo, avaliando um grande periodo de exposi¢ao
e/ou danos as suas geracoes futuras, também expostas as NP Cr20s.

Foram realizados, também, testes de sensibilidade (substancia de referéncia:
DSS), controle negativo (apenas AMR) e controle positivo com dicromato de

potéssio, com intuito de validar os resultados obtidos nos testes com NP Cr20s.

Sensibilidade Controle negstivo

I

—-[ Controle positivo Controle negativo

Cultivo dos
organismos

[ Toxicidade Cronica e |7

transgeracional

4

[ Toxicidade Aguda e

MET

Defino da Clase

A

I

M

HH

Sintese NP Preparagéo da solugéo estoque Caracterizagéo
Cr203 Diédmetro

hidrodindmico

|

Quantificag&o
dos ions

|

Diagmetro da
particula

Figura 5: Planejamento experimental do estudo.
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Os Mysidopsis juniae utilizados neste estudo sdo provenientes do cultivo

realizado no BABTOX (Apéndice A) e sdo mantidos seguindo a norma ABNT NBR
15.308 (ABNT, 2011), com adaptacgao sugerida por Kleine et al., (2010).

As condicdes de cultivo sado apresentadas na tabela 1:

Tabela 1. Condic¢des de cultivo para Mysidopsis juniae no laboratério BABTOX.

Condicao

Recomendacéao

Sistema

Semi-estatico

Troca de agua (agua marinha
reconstituida (AMR) - 4gua deionizada +
sal marinho).

Total e semanal

Densidade populacional

50 mL/individuo adulto

Aeracao

Branda e continua

Fotoperiodo

12 horas luz 12 horas escuro

Proporcao sexual

4 Fémeas para 1 macho

pH 7,8a8,3
Salinidade* 32
Temperatura 25 +1°C

Alimentacéo (1x dia)

Nauplios de Artemia sp. enriquecidos
com 6leo de peixe e 6leo de figado de
bacalhau

Fonte: Adaptacdo ABNT 2011.

* Adaptacéo sugerida por Kleine et al., 2010. A CETESB recomenda salinidade 35, porém para que
as condicdes de cultivo sejam ideais no Laboratério de Toxicologia Ambiental da Univille — Unidade

Sao Francisco do Sul, o valor utilizado é de 32.

O controle de sensibilidade dos organismos foi realizado com o uso da
substancia de referéncia Dodecil Sulfato de Sédio - DSS (Ci12H2sNa04S), que € um
detergente comumente utilizado no ambiente marinho na dispersdo de 6leos, com
grau analitico de 99% de pureza da marca Vetec, lote 1005533, e as cartas-controle

foram elaboradas no software Minitab 16®, a partir dos valores de CLsosh)
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calculados pelo método dos Probitos, no mesmo software. O teste de sensibilidade
segue o que é determinado na norma ABNT NBR 15.308 (ABNT, 2011).

As cartas-controle (Apéndice B) foram elaboradas e validadas, norteadas pela
norma ABNT NBR 15.308 (ABNT, 2011) e mostram que 0S organismos encontram-
se em uma faixa de sensibilidade adequada ja que a CLsowesh) de nenhum dos
ensaios ultrapassou o valor de dois desvios-padrdo calculados a partir da média e
nao houve a ocorréncia de sete resultados consecutivos de um mesmo lado da linha
de tendéncia central, o que fornece a garantia de que os organismos utilizados
encontram-se em uma condi¢do adequada de sensibilidade.

O Comité de Etica em Pesquisa da UNIVILLE (CEP) tem sua atuacéo baseada
na Lei Federal N° 11.794/08, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de
animais. O microcrustaceo Mysidopsis juniae, organismo utilizado no presente
trabalho, pertence ao filo Arthropoda, ndo sendo, portanto, necessaria autorizacéo

de utilizacdo ao Comité, pois ndo se trata de um organismo do Filo Chordata.

4.4 SINTESE E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

Foram utilizadas NP Cr20s sintetizadas e fornecidas pelo LABTOX/UFSC, sob
responsabilidade da Professora Dra. Denice S. Vicentini, conforme adaptacdo do
método sol-gel proposto por Bafiobre-Lopez et al., (2003) descrito a seguir e que
pode ser visualizado na Figura 6 (TAVARES et al., 2014).

Pesou-se em um béquer 20 g de nitrato de cromo (lll) nonahidratado
Cr(NO3)3;9H,0 da marca Vetec, lote 1007491 em balanca analitica, a este foi
adicionado 200 mL de agua ultrapura e levado para agitacdo rapida em agitador
magnético durante 10 min, passado esse tempo, 8 g de hidroxido de sédio
microperolado (NaOH) da marca Synth, lote 153993 foram lentamente adicionados e
a agitacao foi mantida por mais 10 min. Esta preparacao foi distribuida em Falcons e
levada para centrifugacdo em centrifuga Fanem Excelsa Il Mod 206 BL durante 10
min a 3.400 rpm. O sobrenadante foi descartado, e adicionada agua ultrapura, sendo
os centrifugados "lavados" através de agitacdo vigorosa, e novamente colocados

para centrifugacdo. Este processo foi repetido até que o sobrenadante apresentasse
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pH de 9 ou 10. O centrifugado foi levado a estufa por 24 horas a 90 °C. Apos este
periodo, todo o centrifugado foi colocado em um almofariz de agata e, com o auxilio
de pistilo, triturado até a obtencdo de um pé fino e homogéneo, sendo entédo levado
para calcinacdo em forno mufla (Quimis Q318M) a 400 °C.

Todas as amostras de NP Cr20s foram armazenadas em temperatura

ambiente, em frascos ambar fechados e ao abrigo da luz.

20 g de Nitrato de Cromo + 8 g de Hidréxido de
() - Cr(NO5)59H:0 Agitaco rapida Sadio microperolado Agitacao rapida
- NaCH) lentamente
+ 10 minutos ( di ) d 10 minutos
200mL de agua ultrapura adicionados. =
4
Sobrenadante descartado, o
5910 Centrifugagio adklcmnaio 205 falcons Centrifugagio Preparaco distribuida
- agua ultrapura e os —
P — gua P ] em Falcons
10 minutos - centrifugados foram 10 minutos -
3.400 rpm "lavados" através de 3.400 rpm
agitacdo vigorosa.
-:::-"—-1
—— Centrifugado colocado em Mufia —iF
Estufa um cadinho — triturar com  F—
= -~ : = —> ald g
-
26 horas. 50 °C p|5t||0' a_te a obtengariz de 100 °C N
um pé fino e homogéneo
.

Figura 6: Sintese das NP Cr20srealizadano LABTOX/UFSC.

4.5 PREPARO DAS SOLUCOES ESTOQUE

Em um béquer, foi pesado 1 g de NP Cr20s em balanc¢a analitica, a este foi
adicionado AMR (agua deionizada + sal marinho da marca Red Sea Salt®) ajustado
para salinidade 32, a fim de adequar as condicOes de teste com as condi¢cOes de
cultivo do Mysidopsis juniae. O conteudo do béquer foi transferido para balédo
volumétrico de 1 L, sendo este processo repetido até que ndo houvesse mais

vestigios de NP no béquer. Entdo, o volume de 1 L do baldo foi completado também
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com AMR 32. Apo0s agitacdo manual vigorosa, a solucéo estoque foi transferida para
um Erlenmeyer e levada para sonicacdo em ultrassonicador de ponteira Bandelin
UW2200 utilizando ponteira mr 73 durante 10 min na poténcia da ponteira de 80%. A
solucdo estoque foi armazenada (por no maximo 4 semanas) ao abrigo da luz sob
refrigeracdo e, previamente a cada utilizacdo desta solucdo estoque, 0 processo de
sonicacdo descrito acima foi realizado. Sempre que necessario uma nova solucéo

estoque foi preparada.

4.6 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE OXIDO DE CROMO Il E
MEIOS DE DISPERSAO

As NP Cr203 foram avaliadas por Microscopia Eletrénica de Transmisséo
(MET), utilizando o microscopio modelo JEM 1011 (JEOL Ltd. Tokyo, Japan),
localizado no Laboratério Central de Microscopia Eletrdnica (LCME) da UFSC, com o
intuito de verificar a forma e o tamanho das NP, e se ha formacdo de aglomerados
apos sonicacgdo da solucdo estoque de 1 g.Ltem AMR 32 e em agua ultrapura. Para
reforcar a elucidacdo do comportamento de dispersdo das NP em agua marinha,
também foram realizadas analises em Microscopia Eletrénica de Varredura com
Emissédo de Campo (MEV-FEG), utilizando o microscépio modelo JSM 6101F (JEOL
Ltd. Tokyo, Japan) localizado no Laboratério Central de Microscopia Eletrénica
(LCME) da UFSC em solucéo estoque de 2 g.L*em AMR 32.

A avaliacdo da estrutura cristalina das NP Cr203 em AMR foi realizada no
Laboratério de Caracterizacdo Microestrutural (LCM) do departamento de
Engenharia Mecanica da UFSC, através do Difratrdbmetro de Raios-X da marca
Phillips X'pert. Utilizou-se radiacdo Cu-Ka (A = 1,54056 A). Com o difratograma
obtido na analise calculou-se o diametro médio do cristalito através da equacao de
Debye-Scherrer:

D= _K-A
B-cosf

Onde D é o tamanho médio da particula, ou diametro médio do cristalito; K &

uma constante que depende da forma das particulas; A € o comprimento de onda da
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radiacado eletromagnética; 3 € a largura na metade da altura do pico de difragdo e 6
é o0 angulo de difragéo.

A estabilidade das NP suspensas em AMR na concentracdo de 25 mg.L*
apos sonicacao, foi avaliada no Laboratério de Bioenergética e Bioquimica de
Macromoléculas, situado no departamento de Farmacia da UFSC, sendo os
parametros avaliados o Potencial Zeta e o Diametro Hidrodinamico no equipamento

Zeta NanoSizer - Malvern.

4.7 TESTES DE TOXICIDADE

4.7.1 Controle positivo dos organismos

O dicromato de potéssio foi a substancia utilizada como controle positivo
neste estudo por ter meia vida longa e estavel, estar disponivel na forma pura,
apresentar uma boa curva de concentracdo-resposta para o organismo e ser estavel
em solucdo aquosa (RESGALLA JUNIOR & LAITANO, 2002).

Apés a realizacdo de testes pilotos de sondagem da toxicidade baseado nas
concentracfes utilizadas no estudo com dicromato de potassio e Artemia salina de
Resgalla Junior & Laitano (2002), foram realizadas dez repeticbes de ensaios em
triplicata utilizando o dicromato de potassio, K,Cr,O,, (F. Maia, lote 28808 -
substancia conhecidamente nociva) como controle positivo, a fim de assegurar que o
organismo utilizado neste estudo realmente possui sensibilidade a este composto,
gue tem em sua composicao o elemento cromo.

Para preparacao da solucdo estoque de dicromato de potassio, pesou-se em
balanca analitica (Shimadzu AY 220) 200 mg de K,Cr,0O,, que foi colocado em um
baldo volumétrico de 1 L e seu volume completado com AMR salinidade 32 (medido
em refratbmetro Biosyntesis 211 BP). A solucao foi levada para agitacdo branda em
agitador magnético durante 15 min.

Os testes seguiram o preconizado pela norma ABNT NBR 15.308 para testes

agudos com Mysidopsis juniae. As concentracdes utilizadas nestes testes foram: O
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(controle negativo), 7,5 mg.L!; 10 mg.L; 12,5 mg.L?; 15 mg.Lt e 20 mg.Lt. Em trés
recipientes plasticos com capacidade de 400 mL foram inseridos 10 organismos com
1 a 8 dias de vida em um volume total de 200 mL, para cada concentracéo, onde 0s
organismos permaneceram de maneira estatica, mantidos em incubadora por 96 h, a
25 °C, com fotoperiodo de 12 horas de luz. Os organismos foram alimentados
diariamente com nduplios de Artemia sp. e 0 ensaio foi considerado valido quando a
mortalidade no controle negativo ndo excedesse 10% do total de organismos
expostos (ABNT, 2011).

A partir da média dos dez valores de CLsosh) calculados pelo método dos
Probitos no software Minitab 16®, foi definida a CLsowsh) para o controle positivo,
sendo também realizado o teste de normalidade de Anderson-Darling para
verificagéo da distribuigdo dos resultados obtidos.

Em cinco testes, foi efetuada a mensuracédo dos parametros pH em pHmetro
(Gehaka PG 2000), Oxigénio Dissolvido (OD) em sonda multiparametros (Hanna Hl
9146) na AMR e na solucao estoque de dicromato de potassio e ao final do ensaio
no controle negativo e nas cinco concentragcbes trabalhadas, para avaliagdo de

como se comportam estes parémetros.

4.7.2 Avaliagcao da toxicidade aguda e definicdo da CLso(eh) para NP Cr203

Apoés a realizacdo de testes pilotos, a fim de se verificar a concentracéo
aproximada da CLsoesh) para as NP Cr20s, concentracdo onde ndo ha mortalidade e
a concentracdo onde sempre ocorre mortalidade total dos organismos apds 96 horas
de exposicéo as NP, fixou-se a faixa de trabalho em: 0 (controle negativo), 25 mg.L?,
50 mg.Lt, 75 mg.Lt, 100 mg.L? e 125 mg.L?, preparadas a partir de solucéo
estoque de 1 g.L! imediatamente apds sonicacédo, sendo que entre a preparacdo de
cada concentracdo a solugdo estoque foi também brevemente sonicada. Foram
realizadas dez repeticdes das triplicatas nesta faixa de trabalho para definicdo da
CLsoesh) para NP Cr203 durante a realizacao deste estudo. Todos os ensaios foram

realizados nas mesmas condi¢cbes de manutencdo dos ensaios de sensibilidade e
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controle positivo (conforme NBR 15.308) e os valores de CLsowsh) calculados pelo
método dos Probitos no software Minitab 16®.

Ao inicio de cada teste foi efetuada a mensuracdo dos parametros pH e OD
na AMR e na solugao estoque de NP Cr203 e ao final do teste no controle negativo e

nas concentracdes trabalhadas.

4.7.3 Ensaio cronico e transgeracional

O teste cronico e transgeracional foi adaptado de Vaz (2012) e foi realizado
na mesma condicdo do cultivo de Mysidopsis juniae, como se tratou de um ensaio
semi-estatico, a renovacao total da agua foi executada semanalmente nos aquarios
do controle e da amostra, mantendo a mesma concentracao inicial de NP. O objetivo
do teste crbnico € avaliar ao longo de um grande periodo, possiveis efeitos toxicos
em um mesmo individuo que é exposto semanalmente as NP Cr203 e para 0 ensaio
transgeracional avaliar se estes efeitos toxicos aparecem nos organismos
subsequentes (12 e 22 geracdes originarias dos organismos iniciais), destes
organismos que foram expostos as NP Cr20s.

Em aquérios de vidro com capacidade de 2,5 L foram inseridos 80 filhotes
(Geracao GO0), com 1 a 8 dias de vida, nas matrizes marinhas que foram preparadas
em baldo volumétrico com volume final de 2 L, sendo o controle negativo em
duplicata (apenas AMR) e também em duplicata a concentracdo de 5 mg.L?
(preparada em baldo volumétrico a partir da solucédo estoque de 1 g.L'). Apods sete
dias os organismos foram contados (para verificacdo de mortalidade) previamente a
renovacdo da agua e 3 organismos de cada aquario foram coletados aleatoriamente
para realizar a mensuracdo do comprimento dos organismos (biometria).

Apoés quatorze dias ja ocorreu a maturacao sexual e, portanto, sdo formadas
as familias (4 machos e 16 fémeas) em erlenmeyers com capacidade de 1 L (Familia
GO0), mantendo as concentracfes estudadas a partir de cada aquério. Os
organismos excedentes foram colocados no controle negativo e na amostra em
novos aquarios de 2,5 L nas mesmas condic¢des iniciais de teste, estes organismos
foram utilizados para o0 acompanhamento da biometria e mortalidade semanais até o

final do teste crénico (63 dias com GO0), enquanto que nos erlenmeyers foi
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mensurado a natalidade, realizando a contagem dos filhotes ao 21° de teste, destes
filhotes (G1), nUmeros igualitarios de filhotes foram colocados em cada novo aquério
nas condicdes iniciais do ensaio e o processo foi repetido por mais duas geragoes,
totalizando 63 dias de ensaio transgeracional, onde foi possivel avaliar os
parametros natalidade, biometria e mortalidade de 2 geracdes (G1 e G2) além de
avaliar a biometria, mortalidade e natalidade com GO.

Durante todo o ensaio crbnico, diariamente foram mensurados a temperatura
e salinidade da agua (pardmetros mais criticos e passiveis de maior variacdo) e
semanalmente pH e OD. O parametro de avaliacdo de possivel efeito crénico
biometria foi realizada por meio de lupa Nikon SMZ645 com régua calibrada em
aumento de 2x, sendo a medida adotada o comprimento padrdo dos organismos
(CP) representado na Figura 7, mortalidade e natalidade foram realizados utilizando
contador mecanico manual, sendo todos estes parametros mensurados
semanalmente.

Todos os dados relativos aos parametros avaliados (biometria, mortalidade e
natalidade) em todas as geracdes foram agrupados e condensados de maneira a
facilitar as comparacdes entre 0s organismos expostos e 0s ndo expostos as NP

Cr203tornando possivel avaliar a presenca ou auséncia de efeitos toxicos.

Figura 7: M. juniae observado em lupa com régua milimétrica em aumento de duas vezes. A linha
vermelha (CP) indica os pontos de medicdo (Ultimo segmento distal antes do télson até a base
ocular).

Fonte: GONCALVES (2014).
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A Figura 8, refere-se a representacdo esquematica de como foi realizado todo

teste cronico e transgeracional.

14° Dia 21° Dia

Amasira GO Amaostra GO

Avé 63° diz

i Biometria & Biomefria &
1% Dia 7° Dia Mortalidade Mortalidade
3 -3
Amosira G0 Amostra G0 organiEmas Frgznisma
. . Controle Megative GO Controle Megative GO
Biometria & . .
Mortalidad Biometria e
ornalidade Mortalidade 14° Dia
4'. _
-3 mhotes -3 Mihoies Amostra Familia G0
Controle Negative G0 Controle Megative G0 l l 21° Dia 42° Dia 53° Dia
Natalidade =0 Natalidade 31 Matalidade G52
Biometria 51 Biometria G2
Y _— =

Controle Megativo Faml'ha ai Mortalidade G1 Mortalidade G=2

Figura 8: Representag¢éo esquematica da realizagdo do teste cronico e transgeracional.

4.8 QUANTIFICACAO DOS IONS CROMO

Foi realizada em laboratério terceirizado (Acquaplant — Joinville/SC) a
quantificacdo de cromo total por Espectroscopia de Emissao Atbmica por Plasma
Acoplado Indutivamente modelo ICP-725 Agilent, apds digestdo acida das amostras
e do Cr (VI) utilizando Espectrofotbmetro Pharo 719, nas solucdes em AMR 32 nas
concentracdes de 25 mg.Lt, 50 mg.L?, 75 mg.L?, 100 mg.L? e 125 mg.L?, sendo
estas as concentragfes utilizadas no teste agudo e em 5 mg.L? (concentracédo
utilizada no teste crénico e transgeracional). O cromo (lll) também foi calculado.
Estas andlises foram realizadas para avaliar se possivelmente a toxicidade nas

concentracdes citadas de NP pode estar relacionada a quantidade de ions dispersos
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na matriz utilizada nos testes, portanto, assim como nos ensaios as amostras foram

previamente sonicadas antes das quantificacoes.

4.9 ANALISE DOS RESULTADOS

Os dados da caracterizacéo foram compilados e comparados com a literatura.
Os dados dos ensaios de toxicidade aguda e o controle positivo e para NP Cr203
foram utilizados para o célculo das suas respectivas CLsogesh) pelo método dos
Probitos no software Minitab 16®. A normalidade destes resultados também foi
calculada no mesmo software através do teste de normalidade de Anderson-Darling.

Para andlise dos parametros avaliados no teste crénico e transgeracional
(biometria, natalidade e mortalidade), os dados foram agrupados e realizou-se testes
T de Student, no software Minitab 16® com o intuito de verificar a existéncia de
diferencas significativas, considerado um intervalo de confianca de 95%, em relagéo
a estes parametros entre 0s organismos expostos e 0s ndo expostos as NP Cr20s.
Os resultados das analises dos ions foram comparados com as resolucdes
CONAMA 430/2011 e 357/2005 e por fim foi realizada uma avaliagdo conjunta de
todos os resultados frente a literatura cientifica.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DAS NP, SOLUCOES ESTOQUE E MEIOS DE
DISPERSAO

A Figura 9 apresenta as imagens de Microscopia Eletronica de Transmissao
(MET) das NP Cr203 dispersas em agua ultrapura 1 g.L* (A e B) e em AMR
salinidade 32 1 g.L! (C e D), confirmando assim que as particulas, quando
individualmente (A), se encontram dentro da escala nanométrica.

Com a andlise em MET também foi possivel verificar a presenca de
aglomerados de NP em ambos os meios de dispersdo, porém em AMR essa
tendéncia parece ser muito maior, sendo mais dificil encontrar particulas isoladas
como em (A) - = 32 nm, ou em aglomerados menores (B) - = 250 nm. Em AMR

pode-se observar grandes aglomerados, como os vistos em (D) - = 15000 nm.

8 )
Figura 9: Imagens em MET de NP Cr.03 1 g.L-* em agua ultrapura (A e B) e em AMR salinidade 32 (C

e D).
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Outros estudos também documentaram a alta tendéncia a formacdo de
grandes aglomerados de NP em &agua marinha, como por exemplo, o estudo de
Buffet et al., (2011) com NP de Cobre e Clément et al., (2013) com NP de Diéxido de
tithnio. No estudo de Costa (2014) houve a formacdo de aglomerados de NP de
Cr203 de procedéncia comercial (tamanho de particula de 66,8 nm) dispersas em
agua ultrapura, e aglomerados ainda maiores em meio salino 2%, porém estes, sédo
menores que os encontrados no presente estudo (NP de sintese propria, tamanho
médio da particula: 21,8 nm) o que indica que tanto o meio de disperséo, quanto o
tamanho e tipo da particula parecem influenciar a aglomeracéao.

As analises em MEV-FEG das NP Cr203 que foram realizadas em AMR na
concentracdo de 2 g.L? (Figura 10) confirmam o jA encontrado nas imagens com
MET de que é possivel encontrar NP individuais (A), porém, jA& em processo de
aproximacdo para aglomeracdo, mas que a grande maioria das NP de Cr203

encontra-se na forma de grandes aglomerados (B).

X100,000 WD 8.1

Figura 10: Imagens em MEV-FEG de NP Cr203 em AMR salinidade 32 na concentragdo de 2 g.L?

mostrando a pré-formacgéo de aglomerados (A) e formando grandes aglomerados (B).

O difratograma obtido do DRX (Figura 11) apresenta 0S mesmoOs picos
encontrados na literatura (JCPDS card, n® 85-0869), identificando a amostra como
oxido de cromo lll e indicando sua pureza. O didmetro médio do cristalito (menor

unidade que contém o Cr203) obtido pela equacdo de Debye-Sherrer foi de 21,8 nm,
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confirmando o visualizado nas imagens de MET referente a sua estrutura em escala

nanomeétrica das particulas.

Cr.O

273
D=21,8nm

Intensidade / u.a.

20 30 40 50 60 70 80 90
20

Figura 11: Difratograma de NP Cr203, onde “D” = didametro médio do cristalito.

Dispersas em AMR salinidade 32 na concentracéo de 25 mg.L ! o Potencial
zeta foi de -7,68 mV e o didmetro hidrodindmico médio de 2545,0 nm, o que
confirma a instabilidade e a grande tendéncia a aglomeracdo das NP de Cr203
nestas condicfes de disperséo.

Para a solucao ser considerada estavel, o Pz deve estar acima de +30 mV ou
abaixo de -30 mV, pois valores dentro desta faixa indicam solugfes instaveis
(MALVERN, 2004; OBERDORSTER et al., 2013).

O estudo de Wisniewska & Szewczuk-Karpisz (2013) mostrou que em pH
mais préoximo que o do presente trabalho (entre 6,5 e 8,5), o 6xido de cromo Ill em
NaCl 0,01 M também apresentava instabilidade (Pz entre -5 e -20 mV), promovendo
a aglomeracdo das particulas em suspensdo, assim como no estudo de Costa
(2014) que em NaCl 2% e pH 5,70 o Pz encontrado para Cr203 foi de — 5,77 mV

(instavel).
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5.2 TESTES DE TOXICIDADE

5.2.1 Controle positivo dos organismos

A média dos dez valores de CLsosh) para o controle positivo, K2Cr207, e cujo
controle negativo de cada teste ndo ultrapassou 10% foi de 10,43 mg.L! e desvio
padréo de + 0,62 mg.Lt. O teste de normalidade de Anderson-Darling (Figura 12)
mostrou que o0s resultados seguiram uma distribuicdo normal, ndo havendo
diferencas significativas entre os dados (p=0,229). Os valores dos dez testes séo
apresentados na Tabela 2.

Distribuicdo dos resultados de CL50(96h) - Controle Positivo
Normal

44 Mean 10,43
StDev 0,6243
N 10

Frequéncia
N

/ I

0 T T T T
9,0 9,5 10,0 10,5 11,0 11,5
mg.L-1

Figura 12: Teste de normalidade de Anderson-Darling a partir das CLsoesh) calculadas nos testes com

o controle positivo (K2Cr207).

Tabela 2: Resultados das CLsosn) dos testes agudos com o dicromato de potassio (K2Cr207).
Ensaio | 1 | 2 | 3 | 4 | 5| 6 | 7] 8 | 9 | 10
Clsossny mgr™ | 11,17]11,25| 10,6 [10,05] 9,25 | 10,15] 10,34 10,2 |11,14] 10,15

Fonte: O autor.
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O dicromato de potassio também foi utilizado como controle positivo no
estudo de Puerari (2014) que avaliou a toxicidade de nanoparticulas de 6xido cromo
Il no microcrustdceo Daphnia magna. Para D. magna o valor de CEsoush)
encontrado por Puerari foi de 0,833 mg.L™.

N&do houve grandes variacbes nos parametros pH e OD que foram
mensurados no inicio e ao final dos testes. A média dos resultados dos parametros
em AMR e na solucéo estoque do K2Cr207, realizados ao inicio de cada teste, e ao
final no controle negativo e nas cinco concentra¢gdes trabalhadas € apresentada no
Apéndice C.

5.2.2 Avaliacéo da toxicidade aguda e definicdo da CLso(esh) para NP Cr203

A avaliacdo da toxicidade aguda, incluindo os ensaios pilotos realizados em
larga faixa de concentracdo, mostrou que acima de 25 mg.L* a mortalidade sempre
ocorre, abaixo desta concentracdo a mortalidade ndo é linear, podendo ocorrer ou
ndo, e sempre abaixo de 5 mg.L! ndo houve mortalidade na exposicdo aguda. A
concentracdo onde sempre ha mortalidade total dos organismos ap6s 96 h de
exposicao é de 125 mg.L™.

A média dos dez valores de CLsowsh) para NP Cr203 e cujo controle negativo
de cada teste ndo ultrapassou 10%, foi de 58,863 + 7,789 mg.Lt. Os valores dos
dez testes realizados em triplicata sdo apresentados na Tabela 3.

O teste de normalidade de Anderson-Darling (Figura 13) mostrou que 0s
resultados seguiram uma distribuicdo normal, ndo havendo diferencas significativas
entre os dados (p=0,355).

Tabela 3: Resultados das CLsosh) dos testes agudos com NP Cr203
Ensaio | 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7 | 8 | 9 | 10
ClLsowsnymg.L ™t | 59,75 | 59,31 | 45,12 54,09 | 60,09 | 53,44 59,69 | 55,98 | 73,65 | 67,51

Fonte: O autor.
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Distribuicado dos resultados de CL50(96h) - NP Cr203 sintetizadas

Normal

4 Mean 58,86
StDev 7,789
N 10
3,
=
g T
s 21
2
[
1,
O o \\
45 50 55 60 65 70 75
mg.L-1

Figura 13: Teste de normalidade de Anderson-Darling a partir das CLsowsh) calculadas nos testes com
NP Cr20s.

Tais valores de CLsosh) S0 considerados menos expressivos, visto que, em
outros estudos como o de Puerari (2014) as NP de Cr20s3 no organismo de agua
doce Daphnia magna apresentaram valor de CEsousn) de 6,79 mg.L. Resultados
muito semelhantes ao de Puerari foram encontrados no estudo de Tavares et al.,
(2014) que utilizou o organismo Daphnia similis e encontrou o valor de CEsowush) de
6,74 mg.L ! para a NP de Cr20s.

A aparente menor toxicidade da NP de Cr203, encontrada no presente estudo
pode ser explicada devido a caracteristicas do organismo ou devido a caracteristicas
de dispersdo das NP quando em meio marinho (maior aglomeragao), o que poderia
explicar a menor toxicidade devido a menor absorcéo de NP pelo organismo quando
ha formacédo de grandes aglomerados.

O método de sintese utilizado, e consequentemente, as caracteristicas das
NP obtidas, também parecem ser influentes sobre a toxicidade, pois Costa (2014)
utilizando NP de Cr203 de procedéncia comercial encontrou valores de CEsoush) bem
diferentes de Puerari (101,74 mg.LY) ainda que utilizando organismos da mesma
espécie.

Considerando o estudo de Gongalves (2014), que utilizou NP de o6xido de
Cobre também em ambiente marinho com o organismo Mysidopsis juniae e cujo
valor de CLsosh) foi de 29,78 mg.L? pode-se atribuir a menor toxicidade das NP de
Cr203 a caracteristicas especificas deste composto quando dispersos em meio

salino. Assim como no estudo de Goncalves, no presente estudo, foi possivel
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observar a ocorréncia de precipitado nos recipientes das concentracdes utilizadas no
ensaio agudo.

Blaise et al., (2006) desenvolveu uma escala de toxicidade para diferentes
compostos quimicos emergentes, em seu estudo com diversos grupos
farmacéuticos, classificando-os como: extremamente toxicos (concentracdes < 0,1
mg.L?), muito téxicos (0,1 a 1mg.L?), téxicos (1 a 10 mg.L?), nocivos (10 a 100
mg.L) e ndo tdxicos (>100mg.L?1). Considerando a escala de Blaise e o valor de
toxicidade encontrado, as NP de Cr203 podem ser consideradas nocivas.

Nos testes agudos foi possivel verificar a possivel influéncia da exposicao as
NP Cr203 sobre a mobilidade, principalmente proximo das 96h e nas concentracdes
mais altas nos organismos que nao estavam mortos, movimentos circulares, rapidos
e incessantes foram observados em alguns dos testes, por certos periodos de
tempo.

Os resultados dos parametros de pH e OD da AMR e solugdo estoque
realizados ao inicio de cada teste e ao final no controle negativo e nas cinco
concentracOes trabalhadas séo apresentados no Apéndice D. O comportamento de
reducdo do pH quando adicionamos NP a AMR manteve-se dentro do que era
esperado.

Nenhum dos valores de pH ou OD mensurados nas concentracdes
trabalhadas ao final do teste agudo estava acima ou abaixo de valores que
permitissem o cultivo do organismo teste corroborando com a hipétese de que a
mortalidade dos organismos ndo estad relacionada a tais parametros, mas sim a

toxicidade gerada a partir da exposicao as NP Crz0a.

5.2.3 Ensaio cronico e transgeracional com NP Cr203

N&o foram encontradas diferencas significativas (teste t valor de p>0,05) nos
comprimentos medios dos organismos da geragdo inicial (GO) mensurados
semanalmente até o 63° dia de teste quando comparados 0s organismos nao
expostos e expostos semanalmente as NP Cr20s em concentracdo de 5 mg.L?. Os

valores de comprimento dos organismos da geracdo inicial (GO) mensurados
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semanalmente até o 63° dia de teste sdo apresentados no Apéndice E, e podem ser

observados na Figura 14.

Comprimento dos Organismos (GO)
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Comprimento Padrdo - mm
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Figura 14: Valores de comprimento padréo (CP) dos organismos da geracgéo inicial (GO) mensurados

semanalmente até o 63° dia de teste. Controle = AMR; Amostra = NP Cr203 5 mg.L.

Também nao foram encontradas diferencas significativas (p>0,05) na média
dos comprimentos dos organismos da geracdo Gl e G2 quando comparados
organismos expostos e ndo expostos nestas geracdes. Os valores dos
comprimentos dos organismos das geragfes G1 e G2 mensurados semanalmente
até o 21° dia de crescimento, para cada geracao, sdo apresentados no Apéndice F e
podem ser visualizados na Figura 15.
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Figura 15: Valores de comprimento padrdo (CP) dos organismos da geracdo G1 e G2 mensurados
semanalmente até o 21° dia de crescimento de cada geragcdo. Controle = AMR; Amostra = NP Cr20s3
5 mg.L1.
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Comparados os organismos expostos das geracoes GO com a médiaem Gl e
G2 néo foram encontradas diferencas significativas na média dos comprimentos das
3 geragcbes mensurados até o 21° dia de crescimento de cada geracao (p>0,05),
indicando que as NP nao estariam prejudicando o crescimento das geracdes
subsequentemente expostas.

Portanto, os resultados mostram, que a exposicdo as NP Cr203 em
concentracdo de 5 mg.L? ndo influenciou o crescimento dos organismos, assim
como, o crescimento de duas gerac¢des futuras, também expostas as NP.

Em relacdo ao parametro mortalidade de GO, comparados organismos
expostos e ndo expostos, ndo houve diferencas significativas (p>0,05) para
mortalidade cumulativa referente aos 63 dias de teste, sendo que a média da
mortalidade cumulativa para os organismos do controle foi de 48,61% e para
amostra 41,66%. Na Figura 16 é possivel visualizar a tendéncia de mortalidade

cumulativa dos organismos de GO expostos e nao expostos as NP Cr20s.

Mortalidade Cumulativa (GO)
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Controle e=@==Amostra

Figura 16: Mortalidade cumulativa dos organismos de GO expostos (amostra) e ndo expostos
(controle) as NP Cr203 5 mg.L ™.

A mortalidade, quando calculada semanalmente também ndo apresentou

comportamento significativamente diferente (p> 0,05) entre organismos de GO
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expostos e nao expostos as NP. Todos os dados referentes a mortalidade
cumulativa e semanal de GO encontram-se no Apéndice G.

Para mortalidade de G1, comparados organismos expostos e ndo expostos,
nao houve diferencas significativas (p>0,05) para mortalidade cumulativa e semanal
(p>0,05) referente aos 21 dias de teste com esta geracdo. O mesmo ndo ocorreu
para G2, onde para mortalidade cumulativa p= 0,017, o que pode indicar que em
geracgdes futuras os organismos parecem ficar mais sensiveis a exposicao levando a
uma maior mortalidade. A Figura 17 mostra a tendéncia de mortalidade cumulativa
dos organismos de G1 e G2 expostos e nao expostos as NP Cr203. Todos os dados
referentes a mortalidade cumulativa e semanal de G1 e G2 encontram-se no

Apéndice H.

Mortalidade Cumulativa G1 e G2
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Figura 17: Mortalidade cumulativa dos organismos de G1 e G2 expostos (amostra) e ndo expostos
(controle) as NP Cr203 5 mg.L™.

Em relacdo a natalidade, comparando a média das natalidades das trés
geracOes avaliadas entre 0s organismos expostos e ndo expostos as NP, ndo foram
encontradas diferencas significativas (p>0,05) neste parametro, indicando que nao
houve, para o periodo estudado influéncia das NP na natalidade do Mysidopsis
juniae. Entretanto, € importante salientar que a natalidade de G2, (expostos as NP)

apresentou uma taxa de nascimento 34% menor que no controle da mesma
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geracdo. Os valores do numero total dos nascidos podem ser visualizados na Tabela

4.

Tabela 4: Natalidade (nimero total dos nascidos) das trés geracdes avaliadas no teste crbnico (GO,

Gle G2).
Dias de teste Nascimentos
Cl Cll Al All
21 (G0) 112 61 104 130
42 (G1) 89 66 77 92
63 (G2) 138 126 91 83

Legenda: C: Controle (AMR); A: Exposi¢do a NP Cr203 na concentragdo de 5 mg.L-*em AMR.

Os resultados encontrados no presente estudo sugerem que de forma crénica
as NP Cr203, na concentracdo estudada, parecem ser pouco influentes sobre os
parametros avaliados, resultados diferentes foram encontrados por Costa (2014) que
verificou influéncia das NP de Cr203 (procedéncia comercial) sobre a longevidade de
D. magna com altas taxas de mortalidade e influéncia significativa também sobre o
comprimento e reproducdo. Resultados também diferentes foram encontrados por
Puerari (2014) utilizando NP de Cr203 sintetizadas de maneira semelhante ao do
presente estudo, onde as NP influenciaram a longevidade de D. magna e
apresentaram diferencas morfolégicas quando expostas ja a concentracdes muito
baixas (0,5 mg.L?).

Os valores dos parametros pH e OD mensurados semanalmente e
temperatura e salinidade mensurados diariamente sdo apresentados no Apéndice I.
Analisando esses resultados é possivel inferir que estes parametros mantiveram-se

dentro do aceitavel para o cultivo de Mysidopsis juniae.

5.3 QUANTIFICACAO DOS IONS CROMO

A quantificacdo dos ions mostrou que em AMR na mesma concentragdo

utilizada no teste crénico (5 mg.L 1) e nas concentracdes utilizadas nos testes agudo
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(25 mg.Lt, 50 mg.L?, 75 mg.Lt, 100 mg.L* e 125 mg.L1) existe majoritariamente a
liberacdo de ions Cr (VI), enquanto que para os ions (lll) o resultado em todas as
concentracdes foi menor ou igual a 0,03 mg.L. Os resultados da quantificacdo dos
ions e do cromo total sdo mostrados na Tabela 5 e os laudos emitidos pelo

laboratorio onde foram realizadas as analises estdo no ANEXO A.

Tabela 5: Resultados da quantificagédo dos ions (lll) e (VI) e do cromo total nas concentragdes e no

mesmo meio de dispersdo (AMR) utilizado nos testes toxicologicos.

Concentracéo
barAmetro NP (mg.L7) 5 25 50 75 100 125
Cromo Hexavalente* 0,25 0,90 1,94 2,90 3,39 4,46
Cromo Trivalente* 0,03 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03
Cromo Total* 0,282 0,900 1,939 2,895 3,388 4,460

Fonte: Laboratorio terceirizado.

*Valores expressos em mg.L™.

Considerando a legislacado nacional de padrbes de langcamento de efluentes
os valores de cromo hexavalente encontrados estdo todos acima do limite permitido
pela resolugcdo CONAMA 430/2011, que é de 0,1 mg L%, pois ja é conhecido o seu
grande potencial carcinogénico e elevada toxicidade. A concentracdo de 25 mg L
de NP, por sua vez, ja quase corresponde ao maximo permitido como padrdo de
qualidade de aguas salinas classe Il para cromo total (1,1 mg L) definido pela
CONAMA 357/2005.

Para a quantificacdo realizada no laboratdrio de apoio, as amostras passam
por uma preparacao especifica (digestdo acida), portanto a concentracéao de Cr (VI),
de fato biodisponivel, no momento dos testes agudos e do cronico, poderia ser
diferente que os respectivos valores encontrados em cada concentracdo de NPs
analisada no laboratorio de apoio. Entretanto, o estudo de Lussier et al., (1985)
encontrou para Mysidopsis bahia uma CLsoeen de 2,03 mg L* de Cr (VI), o que é
indicativo da possivel semelhanca da quantificacdo realizada em laboratério

terceirizado com a quantidade de ions disponivel de fato, no momento dos testes,
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considerando os valores de toxicidade aguda das NP encontrada no presente
estudo.

Moura (1997) ainda cita que normalmente os ions de cromo encontram-se na
forma trivalente, mas que podem ser convertidos a cromo hexavalente sob
condicbes acidas (como na preparacdo da amostra para quantificacdo) e na
presenca de matéria organica (como nas condi¢cdes de exposi¢cao durante os testes,
devido a presenca dos organismos).

Jackson et al., (2009) cita que a aglomeracdo das nanoparticulas impediria a
absorcéo e consequente distribuicdo para outros érgdos, devido ao grande tamanho
do complexo, formado pela aglomeracdo o mesmo permanece no estbmago, dos
organismos, por exemplo, com Daphnia magna.

Complementando esta deducdo esta o fato de a quantificacdo mostrar que
ocorre a liberacdo de ions (VI), que sdo considerados extremamente toxicos, assim,
pode-se atribuir possivelmente a totalidade da toxicidade encontrada nos testes
agudos aos ions (VI), j& disponiveis no meio de dispersdo e nao propriamente a
acdo das NP dentro dos organismos.

Os resultados da quantificacdo de Cr (VI) por Espectrofotometria — UV, no
estudo de Costa (2014) evidenciaram que a reducdo de tamanho da particula causa
maior liberagédo de ions (VI). Sendo este, possivelmente, a principal causa da maior
toxicidade das NP de Cr203 (tamanho de particula de 66,8 nm) quando comparado
com o mesmo composto em escala micrométrica (50 um). No presente estudo a
liberacdo de ions (VI) foi muito maior que no trabalho de Costa, confirmando que
inclusive a diferengca de tamanho dentro da escala nanométrica (tamanho da
particula no presente estudo, 21,8 nm) teria grande influéncia sobre a liberacéo de
ions e consequentemente aumento da toxicidade.

A precipitacado das NP (provavel resultado da aglomeracéo) foi observada em
todas as concentracbes em todos os testes, agudos ou cronico, o que indica que a
toxicidade do ion é que estariamos avaliando e ndo mais da NP propriamente dita,
porém é necessario considerar que estes ions sdo provenientes das NP, como
consequéncia de suas caracteristicas no meio de dispersao, entdo indiretamente
qualquer toxicidade causada, ainda que somente pelo ion, faz parte da toxicologia
das NP.

Para as NP Cr20z dispersas em meio marinho parece haver um balanco entre a

aglomeracao que tenderia a diminuir a toxicidade das NP e a instabilidade que
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poderia favorecer a liberacdo de ions aumentando a toxicidade, obtendo assim, um
valor de toxicidade ndo muito baixo e ndo muito alto, mas que devido a esta
liberacé@o de ions (principalmente (VI) requer maior atencao.

A espécie hexavalente do cromo pode acumular-se no organismo. A
Organizacdo Mundial de Saude (WHO) através do Programa Internacional de
Seguranca revelou que o Cr (VI) causou varios danos genéticos em testes de
mutagenicidade de curto prazo (WHO, 1988). Portanto, reforga-se, principalmente
devido aos ions (VI), a importancia de controle no uso e descarte em niveis
adequados no meio ambiente de NP Cr20s.

O fato de haver a formacgéo de Cr (VI) que é conhecidamente carcinogénico
nos remete a importancia de que embora tenha-se encontrado influéncia significativa
apenas no parametro mortalidade na 2° geragcdo avaliada no teste cronico, nao
pode-se dizer que na concentracdo de 5 mg.Lt o cromo ndo é téxico para as outras
geracdes estudadas ou para geracdes subsequentes. Para tal, devendo assim, ser
realizada a avaliacdo de outros parametros, por exemplo, alteragdes no DNA.

Assim, a NP Cr203 pode se acumular nos organismos, principalmente na
forma ions de cromo hexavalentes, e nado propriamente na forma de NP,
bioacumulando, e possivelmente acarretando uma contaminacdo por
biomagnificacdo nas cadeias tréficas, como por exemplo, a dos misidaceos,
processo que resulta em altos niveis do contaminante nas espécies superiores,

potencializando assim a toxicidade.
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6. CONCLUSOES

O microcrustdceo marinho Mysidopsis juniae mostrou-se um organismo
adequado para avaliacdo da toxicidade de NP Cr203 em matriz marinha, pois
mostrou resultados consistentes nos testes toxicologicos.

As particulas de 6xido de cromo lll sintetizadas de fato encontravam-se em
escala nanométrica, apresentando diametro médio do cristalito de 21,8 nm.

As imagens de MET e MEV-FEG mostraram a formacdo de grandes
aglomerados de NP, principalmente em AMR, o que foi confirmado pelo grande
diametro hidrodinamico (2545,0 nm) e pela instabilidade (Pz de -7,68 mV) sendo a
elevada tendéncia a aglomeracao, possivelmente estar relacionada a diminuicdo da
toxicidade e o aumento na liberacdo de ions, possivelmente relacionado a elevacéo
da toxicidade.

. A avaliacdo da toxicidade aguda da NP Cr203 mostrou que a partir de 25
mg.L a mortalidade sempre ocorre e abaixo de 5 mg.L* ndo houve mortalidade em
exposicdo aguda, ja a concentracdo onde sempre ocorre mortalidade total dos
organismos é de 125 mg.L1. A CLsosh) para NP Cr20s encontrada foi de 58,8 + 7,8
mg.L2.

A avaliacédo da toxicidade crbnica mostrou que para os parametros avaliados
(biometria, natalidade e mortalidade) e pelo periodo estudado ndo houveram
diferencas significativas entres os organismos que foram expostos a concentracao
de 5 mg.L! de NP Cr203 e os organismos do controle negativo para todas as
geracdes estudadas, sendo a Unica excecdo a mortalidade para a geracao 2 de
organismos expostos, o que pode indicar que em geracdes futuras os organismos
parecem ficar mais sensiveis a exposicéo levando a uma maior mortalidade.

A quantificacdo dos ions de cromo mostrou que existe majoritariamente a
liberacdo de ions Cr (VI), por Espectrofotometria — UV, enquanto que para os ions
Cr (lll), apods célculo, o resultado em todas as concentragdes foi menor ou igual o

limite de deteccédo do ICP para cromo total que é de 0,03 mg.L™.
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7. RECOMENDACOES

Verificar através de imagens ou quantificacao in vivo, por exemplo, se de fato
a alta aglomeragdo em meio marinho impediu que as NP Cr203 fossem
absorvidas pelo Mysidopsis juniae com consequente acumulo neste
organismo.

Realizac&o de testes cronicos que avaliem uma maior parte do ciclo de vida
das geracbes subsequentes e por um maior numero de geracfes futuras,
assim como em maiores concentracdes de exposicdo as NP Cr203, 0 que
justifica-se pelo achado de maior sensibilidade a exposicdo apenas apos a 2°
geracao de organismos expostos as NP Cr20s.

Devido a observacdes pontuais feitas no teste agudo sobre a mobilidade dos
organismos, recomenda-se a avaliacdo deste parametro em testes cronicos
com NP Cr203. Assim como o parametro mutagenicidade ja que no presente
estudo foram quantificadas quantidades expressivas de cromo hexavalente.
Avaliagcdo de toxicidade aguda e cronica com NP Cr20s também em outros
niveis troficos.

Estudo de liberacdo de ions e toxicidade com o Mysidopsis juniae também

com o0 6xido de cromo na escala micrométrica.
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APENDICE B: Cartas controle geradas a partir dos resultados de CLso validos
obtidos nos testes agudos realizados com a substancia de referéncia (DSS),
atestando a sensibilidade adequada dos organismos utilizados nos testes com
amostras e controle positivo. A média da CLsowsh) referente ao periodo de

desenvolvimento do presente trabalho para o DSS: foi de 3,37 mg.L™2.
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*Foram elaboradas duas cartas controle para verificar a sensibilidade dos organismos durante todo o
periodo de realizacdo de testes ja que a NBR 15.308 define que cada carta controle tenha de 5 a 20
pontos.
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APENDICE C - Resultados dos parametros de pH e OD da AMR e solucdo estoque
realizados ao inicio de cada teste e ao final no controle negativo e nas cinco
concentragbes trabalhadas nos ensaios com controle positivo (Dicromato de
potassio).

Parametro | Concentracdo (mg.L %) MEDIA
pH AMR (0) 8,11 8,11 8,02 8,02 8,10 8,07
oD AMR (0) 8,17 8,17 8,10 8,10 8,08 8,12
pH Estoque (200) 7,05 7,05 6,95 6,95 6,98 7,00
oD Estoque (200) 8,25 8,25 8,01 8,01 8,22 8,15

Controle Negativo (0) 8,02 8,05 7,94 8,02 7,99 8,00

7,5 7,95 7,90 7,90 7,87 7,95 7,91

pH 10 7,92 7,94 7,92 7,91 7,97 7,93
12,5 7,91 7,92 7,89 7,92 7,98 7,92

15 7,85 7,85 7,98 7,87 8,01 7,91

20 7,87 8,01 8,01 7,90 7,98 7,95

Controle Negativo (0) 7,90 7,69 7,49 7,57 7,65 7,66

7,5 7,63 7,55 7,35 7,63 7,47 7,53

oD 10 7,59 7,32 7,27 7,25 7,52 7,39
12,5 7,42 7,81 7,32 7,39 7,56 7,50

15 7,61 7,73 7,50 7,47 7,40 7,54

20 7,25 7,69 7,21 7,56 7,55 7,45
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APENDICE D - Resultados dos parametros de pH e OD da AMR e solucéo estoque realizados ao inicio de cada teste e ao final no

controle negativo e nas cinco concentracdes trabalhadas nos ensaios agudos com NP Cr20s.

Concentragdao

Parametro ! . MEDIA
(mg.L7) INICIO DO TESTE
pH AMR (0) 8,11 8,11 8,10 8,10 8,10 8,10 8,10 7,95 8,12 8,12 8,09
oD AMR (0) 8,97 8,97 8,13 8,13 8,13 8,13 8,13 7,87 7,67 7,67 8,18
pH Estoque (1000) 7,15 7,15 7,43 7,43 7,43 7,43 7,43 7,32 7,17 7,17 7,31
oD Estoque (1000) 8,57 8,57 8,31 8,31 8,31 8,31 8,31 7,97 8,05 8,05 8,28
FINAL DO TESTE

Controle Negativo (0) 7,84 7,69 7,83 7,83 7,83 7,97 7,95 7,92 7,92 7,85 7,86

25 7,89 7,73 7,97 7,93 7,91 7,82 7,92 7,86 7,85 7,87 7,88

50 7,81 7,82 7,96 7,97 7,99 7,94 7,89 7,94 7,91 7,89 7,91

PH 75 7,83 7,80 7,88 7,94 7,97 7,83 7,91 7,80 7,98 7,86 7,88
100 7,84 7,81 7,86 7,92 7,93 7,90 7,93 7,85 7,94 7,92 7,89

125 7,82 7,84 7,77 7,87 7,91 7,89 7,94 7,79 7,92 7,94 7,87

FINAL DO TESTE

Controle Negativo (0) 6,97 7,15 7,04 7,04 7,04 7,13 6,75 7,05 6,75 6,97 6,99

25 7,36 6,78 7,25 7,17 7,01 7,02 6,82 6,65 6,59 7,13 6,98

50 7,16 7,52 7,20 7,18 7,12 6,87 7,01 6,67 6,71 6,72 7,02

ob 75 7,37 7,25 7,08 7,23 6,95 6,47 6,54 6,16 7,69 6,23 6,90
100 7,14 7,25 7,13 7,31 7,26 6,87 6,72 6,16 6,59 6,57 6,90

125 7,21 7,59 6,80 6,98 7,05 6,77 6,32 5,69 6,94 6,78 6,81




APENDICE E: Comprimento padrdo dos organismos (G0) em milimetros (mm)

mensurados semanalmente até o 63° dia de teste cronico.

Cl Cll Al All

2,65 2,7 2,55 2,65

7 dias 2,5 2,4 2,75 2,35
2,75 2,6 3 2,6

3,8 3,55 3,4 3,3

14 dias 3,45 3,45 3,25 3,75
3,5 3,3 3.3 3,8

3,95 3,45 3,85 3,65

21 dias 4,2 3,8 4 3,8

3,85 3,55 3,75 3,85

4,35 3,8 3,9 3,7

28 dias 3,9 4,05 3,8 3,85
4,15 3,85 4 3,9

4,05 4 42 3,8

35 dias 3,6 3,8 4,05 4,1

3,75 4,1 3,65 3,85

4,05 4,2 3,9 3,85

42 dias 4.1 4,25 4 3,9
3,75 4 4,15 4

3,95 4,25 4,2 4,25

49 dias 41 4,15 4,35 4,1
4 4,25 4,1 4,2

3,9 4,15 4,35 4,25

56 dias 3,5 4,3 4,15 4,3
4,05 4,35 3,95 4

3,7 3,9 4,2 4,15

63 dias 3,8 4,3 3,9 3,9

4 4,35 3,95 4,25

Cr203 na concentracéo de 5 mg.L™.

Legenda: C = controle (apenas meio marinho de cultivo do organismo) A = meio marinho com NP



Apéndice F: Comprimento padrao dos organismos (G1 e G2) em milimetros (mm)

mensurados semanalmente até o 21° dia de teste com cada geracao.

Cl Cll Al All
1° geracao 7 dias (28 dias teste) 2,8 25 2,75 2,95
2,55 3 2,6 2,7

3 3,2 2,55 2,8
1° geracao 14 dias (35 dias teste) 3,5 3,4 3,35 3,65
3,6 3,3 3.1 3,5

3.4 3,65 3,2 3,4

1° geracéo 21 dias (42 dias teste) 3,75 3,9 4,1 3,7
3,9 3,85 3,8 3,85
4 3,7 3,9 3,55
2° geracéo 7 dias (49 dias teste) 25 2,6 3,15 2,75
2,7 2,7 2,4 3,05

2,55 2,75 2,5 2,4

2° geracédo 14 dias (56 dias teste) 3,75 3,8 3,2 3,6
3,6 3,25 3,7 3,75
3,8 3,6 3,4 3,45

2° geracéo 21 dias (63 dias teste) 3,85 3,9 3,8 3,6

4 3,8 3,9 3,8
3,6 3,95 4 3,85

Legenda: C = controle (apenas meio marinho de cultivo do organismo) A = meio marinho com NP

Cr203 na concentracéo de 5 mg.L™.
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APENDICE G — Mortalidade cumulativa e semanal da geracéo inicial (GO), no teste crénico, para organismos expostos as NP

Cr203 e ndo expostos (controle).

Numero de Organismos

Dias de teste Cl Cll Al All Mortalidade cumulativa Mortalidade Semanal
7 80 80 80 78 0 0 0 2,50% 0 0 0 2,50%
14 73 75 76 75 5,19% 2,60% 1,30% 2,60% 5,19% 2,60% 1,30% 0,10%
21 50 51 51 52 7,40% 5,55% 5,55% 3,70% 2,21% 4,25% 4,25% 1,10%
28 47 47 44 45 7,84% 7,84% 13,70% 11,76% 0,44% 2,29% 8,15% 8,06%
35 43 43 41 41 10,41% 10,41% 14,58% 14,58% 2,57% 2,57% 0,88% 2,82%
42 36 36 33 36 20,00% 20,00% 26,66% 20,00% 9,59% 9,59% 12,08% 5,42%
49 30 31 29 32 28,57% 26,19% 30,95% 23,80% 8,57% 6,19% 4,29% 3,80%
56 23 22 26 28 41,02% 43,58% 33,33% 28,20% 12,45% 17,39% 2,38% 4,40%
63 18 19 21 21 50,00% 47,22% 41,66% 41,66% 8,98% 3,64% 8,33% 13,46%

Legenda: C = controle (apenas meio marinho de cultivo do organismo) A = meio marinho com NP Cr203 na concentracao de 5 mg.L.

*Todos 0s organismos retirados para realizacéo da biometria ndo entraram no calculo das mortalidades.
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APENDICE H — Mortalidade cumulativa e semanal das geracdes (G1 e G2), no teste cronico, para organismos expostos as NP
Cr203 e ndo expostos (controle).

NUmero de Organismos
Dias de vida organismo Cl cl Al All Mortalidade cumulativa Mortalidade Semanal
7 (28 dias de teste) 59 57 60 56 1,66% 5,00% 0,00% 6,66% 1,66% 5,00% 0,00% 6,66%
14 (35 dias de teste) Gl 56 53 56 52 1,75% 7,01% 1,75% 8,77% 0,00% 2,01% 1,75% 2,11%
21 (42 dias de teste) 20 20 20 19 1,75% 7,01% 1,75% 13,77% 0,00% 0,00% 0,00% 5,00%
7 (49 dias de teste) 56 54 51 53 6,66% 10,00% 15,00% 11,66% 6,66% 10,00% 15,00% 11,66%
14 (56 dias de teste) G2 53 49 48 48 7,01% 14,03% 15,78% 15,78% 0,35% 4,03% 0,78% 4,12%
21 (63 dias de teste) 20 20 20 20 7,01% 14,03% 15,78% 15,78% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

Legenda: C = controle (apenas meio marinho de cultivo do organismo) A = meio marinho com NP Cr203 na concentracdo de 5 mg.L1.

*Todos 0s organismos retirados para realizacéo da biometria ndo entraram no calculo das mortalidades.
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APENDICE | - Parametros de pH e OD mensurados semanalmente e temperatura e
salinidade mensurados diariamente nas duas réplicas do controle negativo e nas
réplicas da amostra no ensaio de toxicidade crbnica e transgeracional.

AQUARIOS GO0 AQUARIOS GO

Controle | Controle | Amostra| Amostra Controle | Controle | Amostra | Amostra

| Il I Il I Il | Il
20/10/14 28/10/14
Sal 32 32 32 32 Sal 31 31 31 30
°C 23,7 23,9 24,2 24,3 °C 25,8 254 25,6 25,5
pH 8,17 8,16 8,23 8,27 20n0i4 [
oD 7,79 7,7 7,88 7,85 Sal 33 33 32 32
°C 25,6 25,3 254 25,6 Sal 31 31 30 30
°C 25 24,7 24,7 25 Sal 33 34 33 33
°C 25,3 25 25 25,3 Sal 33 33 33 33
°C 26,3 26 26 26,2 Sal 34 34 34 34
°C 26,2 25,9 25,8 25,8 Sal 34 34 34 34
Sal 33 32 32 32 pH 8,06 8,12 8,16 8,1
°C 25,4 25,4 25,6 25,6 oD 7,57 7,62 7,68 7,52
Antes Depois
Sal 33 32 32 32 Sal 32 32 32 32
°C 254 25,3 25,3 25,3 °C 23,1 23,4 24,2 24,5
pH 8 8,02 8,11 8,13 pH 8,23 8,22 8,16 8,18
oD 7,47 7,52 7,59 7,62 oD 7,87 7,82 7,72 7,76
Depois
Sal 32 32 31 32
°C 26,1 25,9 26,2 25,9
pH 8,19 8,18 8,2 8,21
oD 7,71 7,75 7,79 7,82
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ERLEN (FAMILIAS GO0)

AQUARIOS GO0
Controle | Controle | Amostra | Amostra

| 1 I 1]

04/11/14
Sal 32 32 31 30
°C 25,9 26 26,1 25,8
Sal 30 30 30 30
°C 25,5 255 25,8 26,1
Sal 30 30 30 29
°C 247 247 24,9 24,5
Sal 30 30 30 30
°C 25,8 25,9 26,1 25,7
Sal 31 30 30 30
°C 25 25 24,9 24,9
Sal 30 30 30 30
°C 25,3 253 25,4 25,5

Antes
Sal 31 30 30 30
°C 24,9 24,9 24,8 24,5
pH 8,14 8,13 8,08 8,15
oD 7,69 7,72 7,87 7,98

Depois
Sal 32 32 32 32
°C 24,2 24,1 24,7 24,3
pH 8,32 8,35 8,37 8,35
oD 8,11 7,97 7,94 8,07

Controle | Controle | Amostra | Amostra
| Il | Il
03/11/14

Sal 32 32 32 32
°C 24,1 24,4 24,2 24,2
pH 8,15 8,2 8,12 8,19
oD 7,93 7,82 7,89 7,72
Sal 32 32 32 31
°C 25,7 26 25,9 26,4
Sal 30 30 29 29
°C 25,6 25,6 25,6 26
Sal 30 30 30 29
25,5 25,5 25,7 25,8 26,3
Sal 30 30 30 30
°C 25,6 26 26 26,6
Sal 31 30 30 29
°C 24,9 24,9 24,8 24,9
Sal 31 30 30 30
°C 25,3 25,4 25,4 25,5
Sal 31 30 30 30
°C 24,9 24,9 24,7 24,5
pH 8,14 8,12 8,08 8,13
oD 7,85 7,76 7,65 7,6
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AQUARIOS GO AQUARIOS 1° geracéo
Controle | Controle | Amostra | Amostra Controle | Controle | Amostra | Amostra
| 1 I 1] [ Il | Il
Sal 32 32 32 32 Sal 32 32 32 32
°C 25,5 25,6 25,5 25,3 °C 24,4 24,2 24,6 24,7
Sal 30 30 29 29 oD 8,1 8,03 7,87 7,94
Sal 32 32 31 31 °C 25,5 25,6 25,6 25,6
Sal 32 32 31 31 °C 25,8 25,9 26,1 26,1
Sal 32 32 31 31 °C 25,9 25,9 26,1 26
Sal 32 32 31 31 °C 25,7 25,7 25,9 25,9
Sal 32 32 31 31 °C 25,7 25,7 25,9 25,9
°C 25,4 25,4 254 | 254 wivs [
pH 8,15 8,14 7,87 7,89 Sal 32 31 32 32
oD 7,78 7,63 7,81 7,72 °C 25,7 25,8 26 26
Depois Antes
Sal 32 32 32 32 Sal 32 32 32 32
°C 25 25 24,7 24,6 °C 25,4 25,4 25,5 25,5
pH 8,32 8,35 8,3 8,32 pH 8,12 8,1 7,91 7,87
oD 8,07 8,01 7,79 7,84 oD 7,41 7,57 7,89 7,84
Depois
Sal 32 32 32 32
°C 24,7 24,6 24,3 24,5
pH 8,33 8,24 8,37 8,29
oD 7,81 7,94 7,61 7,72
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AQUARIOS GO AQUARIOS 1° geracéo
Controle | Controle | Amostra | Amostra Controle | Controle | Amostra | Amostra
| 1 I Il I Il | Il
Sal 32 32 31 31 Sal 32 32 32 32
°C 25,8 26 25,8 25,2 °C 25,4 25,5 26,1 25,7
Sal 29 29 30 30 Sal 30 30 29 30
°C 25,7 25,9 25,6 25 °C 25,2 25,3 25,8 25,5
Sal 31 30 30 29 Sal 31 31 31 31
°C 25,6 25,9 25,6 25 °C 251 25,2 25,8 25,5
Sal 32 33 31 32 Sal 32 33 30 32
°C 25,1 25,4 25,1 25,6 °C 24,7 24,9 25,2 25
Sal 31 32 32 31 Sal 31 31 30 31
°C 25,2 25,6 25,8 25,7 °C 24,9 253 25,8 255
Sal 31 31 32 31 Sal 32 31 31 30
°C 25,1 255 25,7 25,6 °C 25,3 25,2 25,7 254
Sal 32 32 32 31 Sal 32 32 31 31
°C 25,8 25,7 25,8 25,9 °C 257 25,7 25,8 25,7
pH 8,12 8,15 7,98 8,05 pH 8,15 8,1 7,98 8,02
oD 7,27 7,3 7,74 7,99 oD 7,36 7,29 7,78 7,87
Depois
Sal 32 32 32 32
°C 24 24,2 24,2 24,1
pH 8,37 8,45 8,36 8,49
oD 7,98 8,04 7,99 8,03
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AQUARIOS GO ERLENS 1° GER

Controle | Controle | Amostra | Amostra Controle | Controle | Amostra | Amostra

| 1 I 1] I Il I Il
Sal 28 27 27 27 Sal 32 32 32 32
°C 26 26,1 26 26,1 °C 24,2 24,3 24,1 24,2
Sal 31 30 28 30 oD 8,15 8,02 7,94 7,81
Sal 29 28 28 27 °C 25,7 25,8 25,7 26,2
Sal 32 30 30 31 °C 247 24,9 25,8 25,2
Sal 31 31 31 31 °C 247 24,9 25,7 25,1
Sal 32 31 31 32 °C 24,7 24,9 25,8 25,2
Sal 31 31 31 31 °C 251 25,1 26 25,7
°C 26,1 26 25,7 25,9 sonvus [
pH 8,15 8,19 8,1 8,19 Sal 31 31 31 32
oD 759 7,52 17,77 7,56 °C 25,3 25,3 26 25,9
Sal 32 32 32 32 Sal 31 31 30 31
°C 24,9 25 24,7 24,8 °C 25,8 25,9 25,7 25,9
pH 8,42 8,37 8,39 8,34 pH 8,12 8,17 8,08 8,07
oD 8,07 8,16 7,97 8,03 oD 7,74 7,6 7,83 7,7
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AQUARIOS GO AQUARIOS 2° geracéo
Controle | Controle | Amostra | Amostra Controle | Controle | Amostra | Amostra
| 1 | 1] I Il | Il
Sal 33 32 32 32 Sal 32 32 32 32
°C 24,9 251 25,2 24,4 °C 24,6 24,7 24,6 245
Sal 33 33 32 32 oD 8,3 8,22 8,01 7,94
Sal 30 32 33 32 °C 24,4 24,6 25,5 24,8
Sal 34 34 33 33 °C 24,6 24,7 25,3 24,8
Sal 34 33 33 33 °C 24,7 24.8 25 25,6
Sal 33 33 32 32 °C 24,5 24,8 25,7 25,1
Sal 33 33 32 32 °C 25,7 25,8 26 26,4
°C 25,6 25,7 25,6 25 ornizzs [
pH 8,22 8,19 8,2 8,23 Sal 33 33 33 32
oD 8,04 7,91 8,13 8,1 °C 24,9 24,9 26,1 25,6
Depois Antes
Sal 32 32 32 32 Sal 32 33 33 32
°C 24 24,1 24,2 24,2 °C 254 25,5 25,7 25,7
pH 8,31 8,39 8,45 8,44 pH 8,25 8,21 8,2 8,19
oD 7,56 7,69 7,66 7,67 oD 7,79 7,83 8,16 8,02
Depois
Sal 32 32 32 32
°C 24,1 24,1 24,2 24,2
pH 8,48 8,48 8,43 8,47
oD 7,559 7,65 7,72 7,54
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AQUARIOS GO AQUARIOS 2° geracio

Controle | Controle | Amostra| Amostra Controle | Controle | Amostra | Amostra

| 1 | 1] I Il I Il
Sal 33 33 32 32 Sal 33 33 32 32
°C 25 25,4 25,2 24,4 °C 24,8 25 25,7 25,1
Sal 32 32 31 31 Sal 32 32 31 31
°C 24,9 255 25,2 24,3 °C 24,6 24,9 25,6 25
Sal 32 32 32 31 Sal 32 32 31 31
°C 24,9 254 251 253 °C 24,9 251 25,7 25,3
Sal 30 30 29 30 Sal 31 31 30 30
°C 24,9 25,5 251 24,2 °C 24,6 24,8 25,4 24,9
Sal 31 31 31 32 Sal 31 32 32 31
°C 251 25,3 251 24,7 °C 25,2 25,1 25 25,1
Sal 31 31 31 31 Sal 31 32 32 32
°C 24,9 25 25 24,8 °C 24,8 251 247 25,1
Sal 31 31 31 31 Sal 30 31 31 31
°C 25,6 25,5 25,5 25,4 °C 24,7 24,8 24,7 24,6
pH 8,2 8,22 8,17 8,19 pH 8,22 8,25 8,15 8,16
oD 7,52 7,4 7,31 7,09 OD 7,57 7,69 7,42 7,43
Depois
Sal 32 32 32 32
°C 24,3 24,3 24,4 24,5
pH 8,43 8,41 8,47 8,47
oD 7,47 7,4 7,31 7,09



AQUARIOS GO ERLEN 2° geracgédo

Controle | Controle | Amostra | Amostra Controle | Controle | Amostra| Amostra

| Il | Il | Il | Il
Sal 35 35 34 35 Sal 35 35 36 36
°C 24,6 24,6 24,5 24,5 °C 24,5 24,6 24,7 24,7
Sal 35 34 33 34 Sal 34 35 36 36
°C 24,9 24,9 24,8 24,8 °C 24,8 24,9 25 25,2
Sal 35 34 34 35 Sal 34 34 35 36
°C 24,3 24,4 24,3 24,3 °C 24,3 24,3 24,4 24,5
Sal 35 34 34 35 Sal 35 35 35 36
°C 24,6 24,7 24,5 24,4 °C 24,4 24,6 24,7 24,7
Sal 34 33 33 35 Sal 33 33 34 34
°C 24,2 24,4 24,3 24,3 °C 24,3 24,3 24,5 24,4
Sal 34 33 32 35 Sal 33 33 34 34
°C 24,4 24,5 24,4 24,3 °C 24,3 24,3 24,4 24,7
Sal 33 33 32 34 Sal 33 33 33 33
°C 24,8 24,8 24,9 24,9 °C 24,8 24,7 24,7 24,8
pH 8,15 8,12 8,09 8,1 pH 8,15 8,14 8,1 8,11
oD 7,35 7,47 7,58 7,49 oD 7,37 7,44 7,68 7,54
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Legenda: “Antes” e “Depois” em determinadas datas referem-se as mensuragdes realizadas antes e

depois da troca semanal do meio de cultivo e de exposicao as NP.
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10. ANEXOS

ANEXO A: Relatérios de ensaios de quantificacdo dos ions tri e hexavalente de

cromo e cromo total, realizados em laboratdrio terceirizado — Acquaplant / Joinville —
SC.

cluaplant Fesseas contribuinde il

com um wumde welber:
2R
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RELATORIO DE ENSAIO ACREDITADO N°: 0963/2015 - A

Data de Emissdo: 11/02/2015

Contratante: FUNDACAO EDUCACIONAL DA REGIAO DE JOINVILLE
Local de Amostragem: Rua Paulo Malschitzki, 10 - Zona Industrial Norte - Joinulle/SC
Solicitante: FUNDACAO EDUCACIONAL DA REGIAO DE JOINVILLE
Endereco: Rua Paulo Malschitzki, 10 - Zona Industrial Norte - Joinvlle/SC
Descrigdo da Amostra:  Agua Superficial

Ponto de Coleta: Agua Marinha 5 mL/L

Area de Atuagio: Educac&o

Tipo de Amostragem: Simples

Data / Hora da Coleta: 26/01/2015 16:20

Condigoes Ambientais:  N&o Fornecido pelo Cliente
Plano de Amostragem: RQ 080 23/01/2015

Método de Amostragem: N&o Aplicavel

Aspecto da Amostra: Quase Translicida
Responsavel pela Coleta: O Cliente

Data de Recebimento no Laboratério: 28/01/2015 10:09

RESULTADO DAS ANALISES ACREDITADAS PELA ISO/IEC 17025

o N? do . Valor Maximo Data da
Analise Equipamento Resultado Método LQ Permitido Anilise
Espectrofoto Standard Methods
Cromo Hexavalente metro Pharo -| 0,25 mg/L | 22a Edigdo - 3500 |0,03mg/L - 04/02/2015
719 D.

RESULTADO DAS ANALISES NAO ACREDITADAS PELA ISO/IEC 17025

- N® do . Valor Maxmo Data da
sl Equipamento s s = Pemitido Analise
Standard Methods | 0,005
Cromo total ICP-725 0,282 mg/L 2223120 B mall - 05/02/2015
Cromo Trivalente N&o Aplicavel| 0,03 mg/L Calculo 0,03mg/L - 04/02/2015

LD = Limite de Detecg do
Pl = Presenca de Interferentes

As opinides e interpretagdes expressas acima nido fazem parte do escopo da acreditagio deste laboratorio.

Atengdo: Os resultados destas analises tém significagio restrita e se aplicam tio somente a3 amostra ensaiada.

}jl/m %g%

Karina Zanella
CRQ/SC 13.200.347
Técnica Laboratorista Il

Codigo de seguranga: DOOFSFFFBOBTE012CD2BEFB2ABAST 322



c‘-.\__miuaplant Prcic i

" com um wunde weelber:
s

- i

RELATORIO DE ENSAIO ACREDITADO N°: 0964/2015 - A

Data de Emissao: 11/02/2015

Contratante: FUNDACAO EDUCACIONAL DA REGIAO DE JOINVILLE
Local de Amostragem: Rua Paulo Malschitzki, 10 - Zona Industrial Norte - Joinvlle/SC
Solicitante: FUNDACAO EDUCACIONAL DA REGIAO DE JOINVILLE
Endereco: Rua Paulo Malschitzki, 10 - Zona Industrial Norte - Joinvlle/SC
Descrigcao da Amostra: Agua Superficial

Ponto de Coleta: Agua Marinha 25 mL/L

Area de Atuagéo: Educacéao

Tipo de Amostragem: Simples

Data / Hora da Coleta: 26/01/2015 16:30

Condigoes Ambientais: N&o Fomecido pelo Cliente
Plano de Amostragem: RQ 080 23/01/2015

Método de Amostragem: N&o Aplicawel

Aspecto da Amostra: Turno Verde

Responsavel pela Coleta: O Cliente

Data de Recebimento no Laboratério: 28/01/2015 10:10

RESULTADO DAS ANALISES ACREDITADAS PELA ISO/IEC 17025

. N° do . Valor Maximo Data da
Analise e Resultado Método LQ B, Andlise
Espectrofoto Standard Methods
Cromo Hexavalente metro Pharo - 0,90 mg/L 22a Edig&o - 3500 |0,03mg/L| - 04/02/2015
719 D.

RESULTADO DAS ANALISES NAO ACREDITADAS PELA ISO/IEC 17025

- N° do . Valor Maximo Data da
Analise e Resultado Método LD Beniitn Andlise
Standard Methods | 0,005
Cromo total ICP-725 0,900 mg/L 292 3120 B mg/L - 05/02/2015
Cromo Trivalente Néo Aplicavel| < 0,03 mg/L Calculo 0,03mg/L - 04/01/2015

LD = Limite de Detec¢do
Pl = Presenca de Interferentes

As opinides e interpretacdes expressas acima nao fazem parte do escopo da acreditagao deste laboratério.

Atencao: Os resultados destas analises tém significacdo restrita e se aplicam tao somente a amostra ensaiada.

},t/m ‘a%e%

Karina Zanella
CRQ/SC 13.200.347
Técnica Laboratorista |l
Codigo de seguranga: A3E1808EAG66EDEA21ABB5DAB08A9DEB
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RELATORIO DE ENSAIO ACREDITADO N°: 0965/2015 - A

Data de Emissdo: 11/02/2015

Contratante: FUNDACAO EDUCACIONAL DA REGIAO DE JOINVILLE
Local de Amostragem: Rua Paulo Malschitzki, 10 - Zona Industnal Norte - Joinwvlle/SC
Solicitante: FUNDACAO EDUCACIONAL DA REGIAO DE JOINVILLE
Endereco: Rua Paulo Malschitzki, 10 - Zona Industrial Norte - Joinville/SC
Descrigdo da Amostra:  Agua Superficial

Ponto de Coleta: Agua Marinha 50 mU/L

Area de Atuagio: Educac&o

Tipo de Amostragem: Simples

Data / Hora da Coleta: 26/01/2015 16:40

Condigoes Ambientais: Nao Fornecido pelo Cliente
Plano de Amostragem:  RQ 080 23/01/2015

Método de Amostragem: N&o Aplicavel

Aspecto da Amostra: Turvo Verde Escuro
Responsavel pela Coleta: O Cliente

Data de Recebimento no Laboratério: 28/01/2015 10:11

RESULTADO DAS ANALISES ACREDITADAS PELA ISO/IEC 17025

o N° do . Valor Maximo Data da
Andlise Equipamentol Resultado Método LQ Permitido Andlise
Espectrofoto Standard Methods
Cromo Hexavalente metro Pharo | 1,94 mg/L 22a Hdigdo - 3500 (0,03mg/L - 04/02/2015
719 D.
RESULTADO DAS ANALISES NAO ACREDITADAS PELA ISO/IEC 17025
- N2 do Itad . Walor Maxmo Data da
e Equipamento| R Ee =L Permitido Analise
Standard Methods | 0,005
Cromao total ICP-725 1,939 mg/L 292 3120 B mal - 05/02/2015
Cromo Trivalente N&o Aplicavel| < 0,03 mg/L Calculo 0,03mg/L - 04/02/2015

LD = Limite de Deteccdo
Pl = Presenca de Interferentes

As opinides e interpretagdes expressas acima nio fazem parte do escopo da acreditagio deste laboratério.

Atengdo: Os resultados destas analises tém significagdo restrita e se aplicam tao somente 4 amostra ensaiada.

%m Afr;:w%v

Kanna Zanella
CRQ/SC 13.200.347
Técnica Laboratonsta Il

Codigo de seguranc a: 69A90B490A9FCCAE42DADI1EE16D1F516
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RELATORIO DE ENSAIO ACREDITADO N°: 0966/2015 - A

Data de Emisséo: 11/02/2015

Contratante: FUNDACAO EDUCACIONAL DA REGIAO DE JOINVILLE
Local de Amostragem: Rua Paulo Malschitzki, 10 - Zona Industnal Norte - Joinvlle/SC
Solicitante: FUNDACAO EDUCACIONAL DA REGIAO DE JOINVILLE
Enderecgo: Rua Paulo Malschitzki, 10 - Zona Industrial Norte - Joinvlle/SC
Descrigao da Amostra: Agua Superficial

Ponto de Coleta: Agua Marinha 75 mU/L

Area de Atuagio: Educacéo

Tipo de Amostragem: Simples

Data / Hora da Coleta: 26/01/2015 16:50

Condigoes Ambientais: Nao Fornecido pelo Cliente
Plano de Amostragem: RQ 080 23/01/2015

Método de Amostragem: N&o Aplicavel

Aspecto da Amostra: Turvo Verde Escuro
Responsavel pela Coleta: O Cliente

Data de Recebimento no Laboratério: 28/01/2015 10:12

RESULTADO DAS ANALISES ACREDITADAS PELA ISO/IEC 17025

- N° do . Valor M&dimo Data da
Analise Equipamento| Resultado Método LG Erhtiy Anslise
Especirofoto Standard Methods
Cromo Hexavalente metro Pharo - 2,90 mg/L | 22a Edigdo - 3500 |0,03mg/L - 04/02/2015
719 D.

RESULTADO DAS ANALISES NAO ACREDITADAS PELA ISO/IEC 17025

o N? do ltad . Valor Maximo Data da
Gl Equipamento| i ot = Permitido Analise
Standard Methods | 0,005
Cromo total ICP-725 2,895 mg/L 29323120 B mall - 05/02/2015
Cromo Trivalente N&o Aplicavel| < 0,03 mg/L Calculo 0,03mg/L - 04/01/2015

LD = Limite de Deteccdo
Pl = Presenca de Interferentes

As opinides e interpretagdes expressas acima nao fazem parte do escopo da acreditagio deste laboratdrio.

Atengdo: Os resultados destas analises tém significagdo restrita e se aplicam tdo somente 3 amostra ensaiada.

%mm AZZ-;’*".?{%V

Karina Zanella
CRQ/SC 13.200.347
Técnica Laboratorista Il

Codigo de seguranga: BS5FCAFA4087F761650C126691786849
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RELATORIO |DE ENSAIO ACREDITADO N°: 0967/2015 -A

Data de Emissio: 11/02/2015

Contratante: FUNDACAO EDUCACIONAL DA REGIAO DE JOINVILLE
Local de Amostragem: Rua Paulo Malschitzki, 10 - Zona Industrial Norte - Joinvlle/SC
Solicitante: FUNDACAO EDUCACIONAL DA REGIAO DE JOINVILLE
Endereco: Rua Paulo Malschitzki, 10 - Zona Industrial Norte - Joinville/SC
Descrigao da Amostra: Agua Superficial

Ponto de Coleta: Agua Marinha 100 mL/L

Area de Atuagio: Educac&o

Tipo de Amostragem: Simples

Data / Hora da Coleta: 26/01/2015 17:00

Condigoes Ambientais: Nao Fomecido pelo Cliente
Plano de Amostragem: RQ 080 23/01/2015

Método de Amostragem: Nao Aplicavel

Aspecto da Amostra: Tunw Verde Escuro
Responsavel pela Coleta: O Cliente

Data de Recebimento no Laboratério: 28/01/2015 10:13

RESULTADO DAS ANALISES ACREDITADAS PELA ISO/IEC 17025

- N® do . Valor Maximo Data da
Analise Equipamenio Resultado Metodo LQ . Andlise
Espectrofoto Standard Methods
Cromo Hexawvalente metro Pharo - 3,39 mg/L | 22a Bdicdo - 3500 |0,03mg/L - 04/02/2015
719 D.
RESULTADO DAS ANALISES NAO ACREDITADAS PELA ISO/IEC 17025
- N° do ltad . Valor Maximo Data da
Arilee Equipamento| Sl ey - Permitido Analise
Standard Methods | 0,005
Cromo total ICP-725 3,388 mg/L 292 3120 B ma/L - 05/02/2015
Cromo Trivalente N&o Aplicavel| < 0,03 mg/L Calculo 0,03mg/L| - 04/02/2015

LD = Limite de Detecc 30
Pl = Presenca de interferentes

As opinides e interpretagdes expressas acima ndo fazem parte do escopo da acreditag3o deste laboratério.

Atengio: Os resultados destas analises tém significagio restrita e se aplicam tio somente 3 amostra ensaiada.

},l/mm Afg?’rz?%v

Karina Zanella
CRQ/SC 13.200.347
Técnica Laboratorista Il

Codigo de seguranga: CEF45746C04BAAAA4T20132T1CCI608C
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RELATORIO DE ENSAIO ACREDITADO N°: 0968/2015 - A

Data de Emissao: 11/02/2015|

Contratante: FUNDACAO EDUCACIONAL DA REGIAO DE JOINVILLE
Local de Amostragem: Rua Paulo Malschitzki, 10 - Zona Industnal Norte - Joinvlle/SC
Solicitante: FUNDACAO EDUCACIONAL DA REGIAO DE JOINVILLE
Endereco: Rua Paulo Malschitzki, 10 - Zona Industnal Norte - Joinvlle/SC
Descrigdao da Amostra: Agua Superficial

Ponto de Coleta: Agua Marinha 125 mU/L

Area de Atuagio: Educacdo

Tipo de Amostragem: Simples

Data / Hora da Coleta: 26/01/2015 17:10

Condigoes Ambientais: Nao Fomecido pelo Cliente
Plano de Amostragem: RQ 080 23/01/2015

Método de Amostragem: N&o Aplicavel

Aspecto da Amostra: Tunwo Verde Escuro
Responsavel pela Coleta: O Cliente

Data de Recebimento no Laboratério: 28/01/2015 10:14

RESULTADO DAS ANALISES ACREDITADAS PELA ISO/IEC 17025

- N° do . Valor Maximo Data da
Analise Equipamento| Resuitado Méetodo LQ Permitido Andlise
Espectrofoto Standard Methods
Cromo Hexavalente metro Pharo | 4,46 mg/L 223 Hdigdo - 3500 |0,03mg/L - 04/02/2015
719 D.
RESULTADO DAS ANALISES NAO ACREDITADAS PELA ISO/IEC 17025
- N® do ltad . Valor Maximo Data da
LS Equipamento FEL LS — Permitido Analise
Standard Methods | 0,005
Cromo total ICP-725 4,460 mg/L 2923120 B malL - 05/02/2015
Cromo Trivalente Ndo Aplicawel| < 0,03 mg/L Calculo 0,03mg/L| - 04/02/2013

LD = Limite de Detecc 3o
Fl= Fresenca de Interferentes

As opinides e interpretagdes expressas acima nio fazem parte do escopo da acreditagdo deste laboratorio.

Atengao: Os resultados destas analises tém significagao restrita e se aplicam tao somente a amostra ensaiada.

}ll/m ﬁ:?;:*zﬂ%v

Karina Zanella
CRQ/SC 13.200.347
Técnica Laboratonsta Il

Cadigo de seguranca: 87B91F2B5C6EES00B4TEBYFOEBG2997TC

*As unidades de concentracdo descritas nos laudos como mL/L referem-se na verdade a
concentracdes expressas em mg.L* de NP de Cr20s.
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