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RESUMO

Os processos de tratamento de efluentes tem por objetivo degradar ou separar 0os contaminantes da corrente
liquida. Todavia, estes processos podem nao chegar & uma degradacdo completa, produzindo intermediarios
ou lixiviar para 0 meio compostos que podem apresentar toxicidade para o meio ambiente. Desta forma, para o
correto tratamento dos efluentes antes de seu descarte no meio ambiente, varios pesquisadores tém
desenvolvido processos de tratamento para ampliar a remogdo dos contaminantes e otimizar as variaveis,
minimizando ndo apenas a liberagdo de contaminantes como reduzindo a toxicidade dos efluentes. Dentro
desse escopo, nosso grupo de trabalho tem produzido e funcionalizado o 6xido de grafeno para utiliza-lo como
adsorvente de contaminantes ambientais. Buscou-se entdo avaliar o potencial toxico do 6xido de grafeno apds
funcionalizagdo com grupos amina e éxido de ferro mediante exposicao de sementes de alface. Com o estudo
realizado, constatou-se que o poder toxicologico esta diretamente relacionado com o teor de interferente
presente. Para baixas concentracGes, 0os compostos de OG e OG-NH2-Fe304 apresentaram um baixo indice de
inibicdo para as sementes de Lactuca sativa L. Em maiores concentragfes, o 6xido de grafeno amino-Fe304-
funcionalizado exibiu uma baixa toxicidade em comparacdo com o seu precursor, o 6xido de grafeno.

PALAVRAS-CHAVE: Toxicidade, Oxido de Grafeno, Adsorcdo, Alface, Funcionalizago.

INTRODUCAO

H& uma grande necessidade de conhecer efeitos causados por produtos quimicos no meio ambiente e na satde
humana. A depender das propriedades fisico-quimicas e da quantidade desses compostos que € descartada no
meio-ambiente, estes podem prejudicar 0s organismos e também o homem. Metais, compostos derivados do
petroleo, hormonios, dioxinas e furanos sdo substancias naturais, porém sdo motivo de preocupacdo quanto as
suas altas taxas de concentracdo, podendo prejudicar aos seres vivos. Metais por ndo serem degradaveis
podem trazer danos irreparaveis aos seres humanos, como neurofibrose, asbestose, entre outros. Nos Ultimos
anos houve aumento do consumo de compostos organicos, em sua maioria artificiais, em lavouras, fabricas,
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casas e comunidades. Isto levou a um aumento da concentracdo dessas substancias no meio ambiente. Muitos
dos compostos organicos, como pesticidas e corantes téxteis, possuem anéis aromaticos em sua estrutura, o
que leva a doengas carcinogénicas, neurotoxicidade e outras patologias (WANJERI et al., 2018).

Visando estabelecer o tratamento adequado dos efluentes industriais antes de seu descarte no meio ambiente,
varios pesquisadores tém desenvolvido processos de tratamento para ampliar a remocao dos contaminantes e
otimizar as variaveis. Dentre 0s processos comumente empregados no processo de tratamento dos efluentes
industriais, podem ser citados: floculagdo/coagulacio (MAN et al., 2012), oxidacdo quimica
(KARTHIKEYAN et al., 2012), fotodegradacdo (SHARMA et al.,, 2018), entre outros. ApoOs estes
tratamentos, denominados na literatura de tratamentos primarios, tem sido empregado o processo de adsorcao,
em que uma ampla gama de materiais tem sido estudada, sobretudo como adsorvente de corantes téxteis
(SILVA et al. 2018). Mais recentemente, nanomaterias a base de grafeno e seus derivados, como o 6xido de
grafeno (OG), 6xido de grafeno reduzido (OGr) e o 6xido de grafeno amino-Fe;Os-funcionalizado (OG-NH,-
Fes0.), tém sido empregados no estudo de adsorcdo de corantes téxteis de varias espécies (KYZAS et al.,
2018.) e novas rotas de funcionalizagdo covalentes e ndo-covalentes tém sido desenvolvidas de modo a
aumentar sua eficiéncia de remocdo (YUSUF et al., 2015). Nesse sentido, Fraga et al. (2018) verificou um
aumento substancial na capacidade de remocdo do OG ap6s sua funcionalizacdo com dietilenotriamina
(DETA) e nanoparticulas de Fe3Oa.

Com isso, o0 presente trabalho procurou estabelecer informacfes sobre a toxicidade do OG e do OG-NH,-
Fe3O4 em sementes de alface, da espécie Latucca sativa L. Ao se comparar a toxicidade do 6xido de grafeno e
do 6xido de grafeno funcionalizado, foi possivel verificar a baixa toxicidade deste em relagdo ao seu material
precursor, de modo que o OG-NH2-Fes04 pode ser empregado como adsorvente de corantes téxteis sem
grandes impactos ao meio ambiente, diferente do observado para o OG, e de acordo com o0s dados reportados
na literatura (YANG et al., 2012; GUO et al., 2017). Contudo, séo necessarios estudos mais focados na fauna
e flora caracteristica dos ambientes onde sdo descartados os efluentes tratados de modo a se estabelecer
parametros de toxicidade mais proximos da realidade.

Desta forma, o presente trabalho tem por objetivo avaliar o potencial toxico do dxido de grafeno apos
funcionalizagdo com grupos amina e éxido de ferro mediante exposicdo de sementes de alface lisa (Lactuca
sativa L).

MATERIAIS E METODOS
Sintese do dxido de grafeno (OG)

A sintese do 6xido de grafeno (OG) foi realizada seguindo o0 método de Hummers modificado. Para isso, 1,0 g
de grafite foi misturado a 25 mL de H,SO., a uma temperatura de 0-6°C e deixado homogeneizar por 10
minutos em baixa agitacdo (70-100 rpm) em um béquer de 600 mL. Durante esse tempo a temperatura do
sistema foi controlada com auxilio de banho de gelo para ndo ultrapassar os 20°C. Em seguida, foi adicionado,
de forma gradativa, 3,0 g de KMnO,, O sistema foi entdo deixado sob agitacdo durante 6 horas e, durante esse
periodo, a temperatura foi controlada para ndo ultrapassar os 40°C. Apos as 6 horas de reacéo foi adicionado
ao sistema 46 mL de &gua destilada no sistema sob agitacdo e temperatura. Em seguida, interrompeu-se a
agitacdo e aquecimento do sistema e foi adicionado mais agua a fim de se completar 200 mL de &gua
adicionada ao sistema. O Ultimo passo da sintese foi a adicdo de 10 mL de H20, 30% ao sistema. O material
obtivo ao final do processo descrito acima é o 6xido de grafite. O 6xido de grafite foi entdo submetido a
lavagens, onde foi adicionado 12,5 de HCI (P.A) e 50 mL de agua destilada ao sistema. Em seguida, foram
realizadas lavagens até que o pH da suspenséo de OG atingisse valor em torno de 3,5. Finalmente, o material
sofreu uma esfoliagdo mecéanica em banho ultrassénico (Elma, modelo EASY 60H, 600W, 36KHz) por um
periodo de 4 horas. O material obtido ao final das 4 horas foi o 6xido de grafeno.

Funcionalizacdo do OG com grupos amina e nanoparticulas de FezO4

A funcionalizag@o do 6xido de grafeno foi realizada em paralelo ao método solvotérmico de ancoragem de
nanoparticulas de FesO4 no plano do grafeno (Ai et al., 2011). Para isso, foi adicionado a 360 mL de 6xido de
grafeno de concentragdo igual a 0,0057 g, 3,0 g de acetato de sodio, 0,5 g de FeCls.6H,0 e, para deixar 0 meio
inerte, adicionou-se também 200 mL de etilenoglicol. Todo material foi colocado na chapa aquecedora e
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quando a temperatura do meio atingiu 170°C, 33 mL de dietilenotriamina (DETA) foi adicionado e iniciou-se
a contagem de tempo até completar as 6 horas de reacdo. Terminada a reacdo de funcionalizacéo do 6xido de
grafeno, foram realizadas sucessivas lavagens do material. Na primeira lavagem foram adicionados 200 mL de
etanol a fim de remover os compostos organicos polares; em seguida, o material foi homogeneizado e
colocado em tubos Falcon que foram depositados na centrifuga (Quimis, modelo Q222T), com velocidade de
rotacdo de 6500 rpm por 7 minutos. Terminada a primeira lavagem, completou-se o volume de 1L
adicionando agua destilada ao sistema e repetiu-se o procedimento de lavagem. Ao total foram realizadas 6
lavagens.

Preparo do corpo de prova

Para desenvolver o teste foram utilizadas sementes de alface Lactuca sativa, segundo a metodologia indicada
por Sobrero e Ronco (2004). Reis, Sant'anna Janior e Dezotti (2003) explicam que o presente teste é capaz de
indicar a toxicidade aguda de efluentes liquidos em um ensaio continuo, num sistema estatico, com duragéo de
120 horas sem luz. Para o desenvolvimento dos ensaios foram utilizadas placas de Petri forradas com papel
filtro. Para verificar o efeito da presenca dos compostos em estudo, foram adicionados 4 mL das amostras
tanto de oxido de grafeno quanto de 6xido de grafeno funcionalizado nas concentragdes de 100, 30, 10, 3 e 1%
(v/v), conforme indicado por Sobrero e Ronco (2004). Para comparacdo, também foi preparada uma placa com
4 mL de agua mineral. Em seguida, foram dispostas em cada placa dez sementes uniformemente. Para que néo
houvesse entrada da luz, todas as placas foram fechadas com papel aluminio. Estas foram mantidas sob
temperatura estritamente controlada a 22°C por um periodo de 120 horas. Os experimentos foram realizados
em duplicata.

Avaliacdo do potencial inibitério

Apos o periodo de 120 horas, as raizes foram medidas e tirou-se uma média das dez sementes para cada
ensaio. A porcentagem de inibigdo para cada uma das concentragBes pode ser entdo calculada, conforme a
equacdao abaixo:

X -100 »
Poinibicso = 100 — —emestra— equacio (1)

Xcontrole

sendo Xgmostra O COMprimento médio das raizes na germinagdo em cada amostra € X gneae O CUMpPrimento
médio das raizes em germinacgdo em &gua mineral.

Percentual residual de germinacéo (SG) e de alongamento (SA)

Para cada semente germinada, o comprimento da raiz foi medido para calcular a porcentagem residual
normalizada de sementes germinadas (Equagdo 2) e a porcentagem residual de alongamento (Equacdo 3) para
solugdes de corante e GNP (BAGUR-GONZALEZ et al., 2011). Todas as experiéncias foram realizadas em
duplicidade.

_ GermAmostra(i) _GermControle equagéo (2)
GermControle
onde Germamesta (i) € 0 ndmero médio de sementes germinadas no extrato de saturagdo “i” (%), e o

Germcontrole € 0 NUMero médio de sementes germinadas no controle em branco (%).

E-— Elong Amostra(i) ElongCOntrole
ElongC(Jntrole

onde Elongamosira (i) € 0 comprimento médio das raizes de sementes no extrato de saturagdo
Elongcontrole € 0 comprimento das raizes de sementes no controle em branco (cm).

equacao (3)

(cm), e

RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo Ferraz-Grande e M. Takaki (2006) e Fernandes et al. (2017), a disponibilidade e a qualidade da agua
sdo os fatores ambientais que representam maior influncia na germinacdo das sementes, quando a
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temperatura e a presenca de oxigénio ndo sdo fatores limitantes. Assim, o processo de germinagdo torna-se um
método bastante eficiente e simples para o estudo toxicoldgico.

A Figura 1 apresenta o desenvolvimento da plantula apés o periodo de 120 horas em agua mineral e em
diferentes concentracdes das amostras de 6xido de grafeno e de éxido de grafeno funcionalizado. Em cada
ensaio, as raizes foram medidas e a relagdo entre o crescimento médio e a concentracdo do substrato presente
pode ser observada no grafico da Figura 2. Nota-se que as sementes em placas de Petri contendo tanto OG
(1% v/v) como 0 OG-NHz-Fes04 (1% e 3% v/v), apresentaram crescimento similar ao das sementes em &gua,
ou seja, em baixas concentragdes praticamente nao se observa efeito toxico para as sementes de alface Lactuca
sativa. Para maiores concentracfes das amostras em andlise, a presenca do OG-NH,-Fes04 reduziu de forma
moderada o crescimento das sementes, enquanto que o OG inibiu consideravelmente a germinagéo.

(b) j=_-. F(r
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Figura 1: Desenvolvimento da plantula apds o periodo de incubag¢do de 120 horas em diferentes meios:
agua mineral (a), OG 1% (b) e 100% (c), e OG-NH2-Fe304 1% (d), 3% (e) e 100% v/v
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Figura 2: Comprimento médio das raizes em diferentes meios: OG e OG-NH2-Fe304
nas concentracgdes de 1%, 3%, 10%, 30% e 100% v/v e 4gua mineral

Com a medicao do crescimento médio das reticulas foi possivel calcular o potencial de inibi¢éo para cada uma
das concentracdes de OG e OG-NH,-Fe304 utilizadas. Tal relacdo pode ser observada na Figura 3. A partir do
grafico, tem-se que o dxido de grafeno amino-FesO.-funcionalizado apresentou um baixo indice de inibicdo
em comparagao ao seu precursor, o 6xido de grafeno. Os pontos experimentais obtidos se adequaram bem a
uma regressdo polinomial de segunda ordem e as equacgdes e 0s respectivos valores de R? estdo descritos na
Figura 3.
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Figura 3: Percentual de inibi¢do verificado na germinacéo das sementes de alface
Lactuca sativa ap6s um periodo de 120 horas em contato com diferentes
concentracdes das amostras de OG e de OG-NH2-Fe304

De acordo com a literatura, a toxicidade apresentada pelo grafeno e pelo éxido de grafeno esta relacionada
com a formacédo de espécies reativas de oxigénio, induzindo no interior das células um estresse oxidativo e
causando danos em microrganismos, animais e vegetais (BEGUM, IKHTIARI e FUGETSU, 2011; YANG et
al., 2012, NOGUEIRA, NAKABAYASHI e ZUCOLOTTO, 2015). A reviséo realizada por Yang et al. (2012)
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apontou que embora o grafeno e o 6xido de grafeno tendam a ser toxicos, alguns tipos de 6xido de grafeno
funcionalizado (por exemplo, por revestimento de polimero biocompativel) exibiram uma toxicidade muito
reduzida. Neste trabalho, a baixa toxicidade do OG-NH,-Fe3O4 em comparagdo com OG esta relacionada ao
fato de que o 6xido de grafeno apresenta grupos funcionais hidroxila e epoxido, acarretando cargas
superficiais negativas e alta reatividade superficial, o que também pode ser responsavel por seus efeitos
toxicos (NOGUEIRA, NAKABAYASHI e ZUCOLOTTO, 2015). A adicdo dos compostos de amina e ferro
confere ao Oxido de grafeno amino-Fe3O4-funcionalizado um carater mais béasico, diminuindo assim sua
toxicidade.

A avaliacdo da fitotoxicidade por meio da exposicdo de sementes de Lactuca sativa L ofereceu uma
abordagem sensivel para determinar se certos efluentes podem ser aceitaveis para descarga em corpos d'agua
publicos (BAGUR-GONZALEZ et al., 2011). Nesse sentido, a avaliacio da toxicidade de L. sativa, realizada
para a suspensdo de OG-NH,-Fe304 (0,0067 g-mL™), evidenciou que este material nio apresentou toxicidade
aguda na germinacdo de sementes de alface, apresentando valores médios de SG, SE e taxa de germinacéo de -
0,10, 0,12 e 80% (Fig. 7c), respectivamente. Essa taxa de EC é considerada como baixa fitotoxicidade (0,00 a
-0,25) (BAGUR-GONZALEZ et al., 2011) pelos relatos encontrados na literatura (LYU et al., 2018).

CONCLUSOES

Com o estudo realizado, constatou-se que o poder toxicoldgico esta diretamente relacionado com o teor de
interferente presente. Para baixas concentragcdes, os compostos de OG e OG-NH,-Fe3O4 apresentaram um
baixo indice de inibicdo para as sementes de Lactuca sativa L. Em maiores concentragdes, o 6xido de grafeno
amino-Fe;04-funcionalizado exibiu uma baixa toxicidade em comparacdo com o seu precursor, 0 0xido de
grafeno. Desta forma, sdo necessarias anélises toxicoldgicas mais detalhadas, utilizando diferentes tipos de
espécies vegetais e animais e tempo de exposicdo para garantir que 0 uso do OG-NH;-Fes;O04 como adsorvente
de corantes téxteis ndo provoca grandes impactos ao efluente tratado e ao meio ambiente.
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