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RESUMO 

O desenvolvimento da nanotecnologia impulsionou o surgimento de 

diversos produtos, dentre eles as nanopartículas (NP) metálicas. A NP 

CuO é utilizada em diversos setores industriais destacando-se a 

aplicabilidade na composição de tintas anti-incrustantes de navios. 

Devido a maior reatividade, e consequentemente a maior concentração de 

íons de Cu que podem ser liberados em relação a MP CuO, existe o 

potencial risco de contaminação do meio ambiente aquático. O objetivo 

da tese foi avaliar os efeitos toxicológicos da nanopartícula e 

micropartícula (MP) de CuO em organismos aquáticos de água doce, 

Daphnia magna e algas verdes Scenedesmus subspicatus, e organismo de 

água salgada, bactéria marinha bioluminescente Allivibrio fischeri, de 

forma a elucidar qual o principal fator responsável pelos efeitos deletérios 

sobre estes organismos. Como substancias-testes utilizou-se 2 NP 

comerciais e 1 sintetizada no LABTOX, 1 NC também sintetizado no 

LABTOX . Foram realizados testes de toxicidade aguda e crônica com D. 
magna.  Teste de toxicidade com A.fischeri. Para os testes com as algas 

S. subspicatus foram avaliadas a formação de ROS, efeito sobre a 

eficiência do PSII, aumento na concentração intracelular de Cu e 

interação entre algas, NP e MP. As suspensões-testes foram 

caracterizadas via microscopia eletrônica de transmissão (MET), difração 

de raio-x (DRX), área superficial (AS), potencial zeta (Pz) e quantificação 

iônica via ICP-MS e GFAAS. Foi realizada a especiação química do CuO 

nos meios de teste através do software Minteq 3.0. Com base nos 

resultados obtidos, a NP CuO-LABTOX foi mais tóxica do que as demais 

NP para todos os testes realizados com exceção para o parâmetro 

reprodução do teste de toxicidade crônica com D. magna onde o NC CuO-

PANI se mostrou mais tóxico. Todas as NP foram mais tóxicas do que a 

MP CuO e foram capazes de diminuir a bioluminescência da bactéria A. 
fischeri. A NP e MP foram capazes de gerar ROS, diminuir a eficiência 

do PSII e bioacumular em algas verdes S. subspicatus. Com base nos 

resultados obtidos no teste de toxicidade e na caracterização das 

suspensões-testes pode-se concluir que a principal característica 

intrínseca responsável pela toxicidade nestes organismos foram os íons 

de Cu que são liberados não apenas devido a maior área superficial das 

NP e sim devido à combinação entre estado de aglomeração, diâmetro 

hidrodinâmico, estabilidade das suspensões e pH do meio.  

 
 

Palavras-Chaves: Nanotoxicologia, NP CuO, MP CuO, PANI, D. 

magna, A. fischeri, S. subspicatus. 
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ABSTRACT 

 
The development of nanotechnology spurred the emergence of various 

products, including metallic nanoparticles (NP). NP CuO is used in 

diverse industrial sectors with emphasis on the applicability in the 

composition of anti-fouling paints for ships. Due to a greater reactivity 

and consequently a greater concentration of Cu ions that can be released 

by NP CuO in relation to MP CuO, there is a potential risk of 

contamination of the aquatic environment. The objective of this thesis 

was to evaluate the toxic effects of nanoparticles and microparticles (MP) 

of CuO in aquatic organisms of freshwater, Daphnia magna and green 

algaes Scenedesmus subspicatus and saltwater organisms, marine bacteria 

bioluminescent Allivibrio fischeri, to clarify the main factor responsible 

for the deleterious effects on these organisms. Acute and chronic toxicity 

tests were performed with D. magna, toxicity testing with A.fischeri. For 

the test with algae S. subspicatus, the formation of ROS was evaluated, 

effect on the PSII efficiency, increase in the intracellular concentration of 

the Cu and the interaction between algaes, NP and MP. The suspension-

tests were characterized via transmission of the electron microscopy 

(TEM), X-ray diffraction (XRD), surface area (SA), zeta potential (Pz) 

and ion quantification via ICP-MS and GFAAS. Chemical speciation 

CuO in the test media was carried out through the Minteq 3.0 software. 

Based on the results obtained, the NP CuO-LABTOX was more toxic than 

other NPs for all tests carried out with exception of the reproduced 

parameter of the chronic toxicity test with D. magna where the NC CuO-

PANI was more toxic. All NPs were more toxic than the MP CuO and 

were able to decrease the bacterial bioluminescence of A. fischeri. The 

NP and MP were able to generate ROS, decrease the efficiency of PSII 

and bioaccumulate in green algae S. subspicatus. Based on the results 

obtained from the toxicity testing and in the characterization of the 

suspensions-tests, we can conclude that the main intrinsic characteristic 

responsible for toxicity in these organisms were the Cu ions, that are 

released not only due to the greater surface area of the NPs, and yes, due 

to the combination between agglomeration state, hydrodynamic diameter, 

stability of suspensions and pH medium. 

 
 

 
Key-Words: Nanotoxicology, CuO NP, CuO MP, PANI, D. magna, A. 
fischeri, S. subspicatus. 
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CAPÍTULO I - INTRODUÇÃO 

 

A Revolução Industrial permitiu grandes avanços produtivos 

devido à rapidez na produção, otimização dos processos produtivos e 

padronização dos produtos, fatores esses que favoreceram o impulso da 

inovação tecnológica. No entanto, estes mesmos processos que 

potencializaram a produção, trouxeram impactos em relação à degradação 

do meio ambiente, devido à carência de legislação específica de controle 

ambiental e o desconhecimento do potencial poluidor, dentre eles o 

toxicológico, dos produtos gerados.  

Como resultado da Revolução Industrial, em conjunto com a 

ciência, surge nos dias de hoje a nanotecnologia (NT). A NT abre muitas 

e variadas perspectivas para a indústria e segundo Paschoalino et al. 

(2010), atualmente, é um dos ramos da ciência que mais se desenvolve, 

abrangendo praticamente todos os setores da indústria e serviço, 

despertando interesse crescente devido a sua aplicabilidade e 

multidisciplinaridade. Exemplos de alguns setores que utilizam a NT em 

seus produtos é a biotecnologia, indústria farmacêutica e cosmética, 

eletrônica, alimentícia, medicina, agrícola, entre outros (NGÔ e VAN DE 

VOORDE, 2014).  

Na escala nanométrica, onde os produtos nanotecnológicos são 

projetados, diversas aplicações são possíveis devido às novas 

propriedades adquiridas. Estas novas propriedades tais como, tamanho 

nanométrico, grande área superficial e estabilidade, oferece a 

possibilidade de compreender novos fenômenos que podem ser utilizados 

à escala microscópica e macroscópica. No entanto, as mesmas 

propriedades que prometem a sua utilização em diversas aplicações, são 

também aquelas que apresentam motivos de preocupação no contexto da 

saúde e do meio ambiente, pois os riscos sobre a saúde humana e ao meio 

ambiente causados pela exposição aos nanomaterias aumentam (CURTIS 

et al. 2006). 

 A atenção se dá devido à grande reatividade química, a 

persistência no meio ambiente e biocompatibilidade que o tamanho 

reduzido da nanopartícula (NP) gera. Com o aumento da produção 

industrial, aplicações de nanomaterias (NM) e de subprodutos gerados 

durante o processo de fabricação, a preocupação em relação aos riscos ao 
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meio ambiente e a saúde torna-se cada vez mais frequente e importante. 

Devido ao rápido crescimento do domínio da nanotecnologia, os 

ecossistemas aquáticos podem ser contaminados por poluentes 

nanométricos, dentre eles as NP metálicas que são largamente sintetizadas 

e utilizadas para aplicações industriais (BRAR et al., 2009).  Os 

nanopoluentes podem ainda se acumular na cadeia alimentar como muitos 

contaminantes conhecidos (FURLANETO, 2011). 

Apesar dos grandes esforços de diferentes países na criação de uma 

regulamentação no uso da NT, como por exemplo, as normas ISO 

(ISO/TR 16197:2014; ISO/TR 13014:2014, ISO/TS 12901-2:2014), não 

existe uma política pública específica para controlar os efeitos dos NM 

sobre o meio ambiente e a saúde humana. Devido a isso, um esforço 

proativo de entender, identificar e minimizar o potencial risco se torna 

cada vez mais necessário, principalmente no estágio inicial do processo 

de inovação e durante todo o ciclo de vida do produto.  
A história mostra que existe um grande risco para a saúde e ao meio 

ambiente devido à produção e comercialização de produtos sem um 

estudo prévio dos efeitos tóxicos, dentre eles destacam-se a utilização na 

década de 70 de agrotóxicos clorados, sendo que os resíduos clorados 

persistiam em toda a cadeia trófica. O risco do uso pode ser agravado pelo 

fato de que os NM têm características intrínsecas, diferenciadas dos 

compostos convencionais. Esses efeitos tóxicos são difíceis de prever a 

partir das propriedades conhecidas da mesma matéria na escala 

macroscópica ou de extrapolações teóricas, com base em propriedades 

atômicas ou moleculares.  

 A nanotoxicologia é uma subárea da toxicologia, que segundo 

Stone et al. (2006) estuda os efeitos deletérios que NM exercem sobre os 

seres humanos e o meio ambiente. O uso de NM pode representar 

importantes riscos toxicológicos, sendo necessário avaliar os seus 

possíveis efeitos toxicológicos. O mecanismo de interação entre NM e 

sistemas biológicos está diretamente relacionado com suas novas 

características específicas. 

Avaliar as características específicas das NP é fundamental para 

compreender as respostas toxicológicas das mesmas. Segundo Chang et 

al. (2012) fatores-chave, tais como tamanho, características de superfície, 

dissolução, e as vias de exposição, ajudam a medir os efeitos tóxicos e 

descrever os mecanismos correspondentes à toxicidade. 

A micropartícula de óxido de cobre (MP CuO) também chamada 

de bulk (em inglês) é a forma do CuO mais conhecida e aplicada.  Assim 
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como a NP CuO, a MP CuO possue diversas aplicações devido as suas 

propriedades e funcionalidades, destacando-se as aplicações como 

semicondutor e baterias. 

O CuO, tanto na forma nanométrica, como micrométrica, devido 

as suas características biocidas, é utilizado como princípio ativo em tintas 

antincrustantes, que são aplicadas como sistemas de proteção, com a 

finalidade de combater a formação e o estabelecimento de comunidades 

bioincrustantes sobre a superfície exposta à água (SAISON et al. 2010). 

Portanto, o objetivo desta tese de doutorado foi avaliar a toxicidade 

da nanopartícula e micropartícula de CuO sobre o meio ambiente 

aquático, devido a sua ampla utilização como composição de tintas 

antincrustantes de embarcações e plataformas offshore. Os organismos 

utilizados nos testes de toxicidade foram o microcrustáceos de água doce 

Daphnia magna, algas verdes Scenedesmus subspicatus e bactéria 

marinha Aliivibrio fischeri, atingindo 3 níveis da cadeia trófica, com a 

inovação de elucidar qual o fator-chave das características intrínsecas das 

NP é responsável pela toxicidade. 

1.1 JUSTIFICATIVA 

Avaliar, elucidar e comparar os efeitos toxicológicos, em 

diferentes organismos teste aquáticos, entre nanopartícula e 

micropartícula de CuO é de fundamental importância considerando que o 

meio ambiente aquático é um dos principais receptáculos finais das 

mesmas e a quantidade de produtos que possuem NP em sua composição 

está aumentando. Estima-se que até 2020, 20% dos produtos utilizarão 

em suas estruturas, componentes nanotecnológicos.  

Segundo a Comissão das Comunidades Europeias (2009), as NP 

existem na natureza ou podem ser produzidas por atividades humanas, 

intencional ou involuntariamente. A Fundação Nacional de Ciências 

(NSF) dos Estados Unidos estima que na economia global, a aplicação da 

nanotecnologia pode ser avaliada em mais de 1 trilhão de dólares em 2015 

(Luo, 2007). Observam-se esforços de governantes de alguns países em 

catalogar os produtos nanotecnológicos, devido à quantidade de produtos 

de consumo que possuem compostos com NP na sua estrutura. Por 

exemplo, com a NANoREG, que trata da regulação internacional em 

nanotecnologia, a comunidade europeia está somando esforços para unir 

dados existentes acerca da segurança no uso de NM a fim de responder as 

perguntas que ainda continuam abertas, pois os dados existentes não são 

suficientes para fins de regulamentações (NANoREG 2015). Com isso, 
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este estudo fornecerá informações que poderão ajudar na elaboração 

destas regulamentações. 

No âmbito social, os resultados e informações aqui expostos 

poderão ser utilizados pela população em geral na ajuda de tomada de 

decisão em relação ao uso de produtos, pois se sabe que as partículas de 

menores dimensões têm uma superfície reativa superior por unidade de 

massa à das partículas de maiores dimensões, com isso a toxicidade e os 

potenciais efeitos à saúde podem igualmente aumentar. 

No âmbito cientifico, esta tese de doutorado se justifica, pois, 

mediante as características intrínsecas e a facilidade que as NP possuem 

em penetrar em organismos vivos, devido ao pequeno tamanho, 

potencializando os efeitos toxicológicos em relação a MP, os efeitos 

toxicológicos precisam ser averiguados e os principais responsáveis pela 

toxicidade precisam ser elucidados, uma vez que os dados de pesquisas 

científicas apresentados na bibliografia ainda encontram-se contraditórios 

em relação a isso (OBERDÖRSTER, G. et. al. 2005; OBERDÖRSTER, 

OBERDÖRSTER e OBERDÖRSTER, 2005; KOLESNICHENKO, 

TIMOFEEV e PROTOPOPOVA, 2008, NANoREG, 2015).  

Além disso, este trabalho contribuirá para a sociedade científica, 

pois além de fazer a comparação entre a toxicidade em 3 diferentes 

organismos-teses, os resultados ajudarão elucidar a principal 

característica intrínseca da NP responsável pela toxicidade nestes 

organismos-testes. O Laboratório de Toxicologia Ambiental (LABTOX) 

do Departamento de Engenharia Sanitária e Ambiental da UFSC iniciou 

suas atividades com nantoxicologia em 2009, com o projeto de 

cooperação internacional aprovada pela CAPES, intitulado 

“Nanotoxicologia: Métodos toxicológicos, genéticos e epigenéticos como 

uma estratégia para avaliar o risco da exposição humana e ambiental aos 

nanomateriais" (PGCI/CAPES nº 017/2010), projeto este que consolidou 

a cooperação internacional entre Brasil e Canadá (UQAM) na área de 

Nanotoxicologia. Esse projeto possibilitou ainda a aprovação do projeto 

para a formação de uma rede de pesquisas em Nanotoxicologia, aprovado 

pelo CNPq e intitulado “Rede cooperativa de pesquisas em 

nanotoxicologia aplicada a nanopartículas de interesse da indústria 

petrolífera e de tintas” (Processo CNPq n°. 552112/2011-9) envolvendo 

as instituições UFSC (Florianópolis, Brasil), UQAM (Montreal, Canadá), 

Bordeaux 2 (Bordeaux, França), UNIFESP (São Paulo, Brasil), 

UNIVILLE (Joinville, Brasil) e Polinova (Biguaçu, Brasil). O mais 

recente projeto aprovado pelo LABTOX foi a Chamada Universal - 
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MCTI/CNPq Nº 14/2013 intitulado como “Nanocompósitos para 

aplicação em nanofiltração de sais e íons de metais pesados de águas para 

abastecimento e efluentes”. 

Portanto, esta tese se justifica no âmbito científico, legal e social, pois 

para garantir um desenvolvimento seguro da nanotecnologia, baseada no 

CuO ou outros óxidos metálicos, uma boa compreensão dos riscos 

ambientais desses NM se torna necessária, além disso, esta tese se destaca 

com a inovação no âmbito científico por avaliar a toxicidade em 

diferentes cenários (água doce e água salgada) correlacionando diferentes 

características específicas dos nanomateriais com a sua toxicidade.  

 

1.2 HIPÓTESES DA PESQUISA 

 

Considerando a problemática exposta sobre o uso da NP e MP CuO, 

principalmente devido à falta de dados que possa definir qual a principal 

característica específica responsável pela toxicidade do CuO, as hipóteses 

a seguir foram formuladas com o objetivo de serem orientadoras para o 

desenvolvimento da tese.  

 

- Hipótese 1 

Se as características específicas, tais como o tamanho e área 

superficial, são responsáveis pela maior toxicidade da NP CuO, então 

devido a isso, o principal indutor da toxicidade da NP são os íons 

liberados de Cu devido a estas características. 

 

-Hipótese 2 
 Se a toxicidade da NP CuO está relacionada com o seu tamanho e 

forma devido a sua maior reatividade, então quanto menor o estado de 

aglomeração, maior será a toxicidade da NP. 

1.3 OBJETIVOS 

 
1.3.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar os efeitos tóxicos das nanopartículas de CuO, 

nanocompósito (NC) e micropartícula de CuO em diferentes organismos 

aquáticos, de forma a elucidar qual o principal fator responsável pelos 

efeitos deletérios sobre estes organismos 
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1.3.2 Objetivos Específicos  

 

 Caracterizar as suspensões de NP, NC e MP de CuO em água 

ultrapura, e nos meios de teste ISO, M4, NaCl 2% e CHU. 

 Realizar ensaios de toxicidade aguda utilizando D. magna para 

suspensões de NP, NC e MP de CuO.  

 Avaliar os efeitos da NP, NC e MP de CuO causados sobre a D. 
magna quanto à longevidade, fecundidade e crescimento, 

empregando ensaios de toxicidade crônica. 

 Realizar ensaios de toxicidade aguda utilizando a bactéria A. 
fischeri para suspensões de NP, NC e MP de CuO. 

 Realizar ensaios de toxicidade aguda utilizando a alga verde 

Scenedesmus subspicatus para suspensões de NP, NC e MP de 

CuO avaliando o efeito em relação à eficiência da emissão de 

fluorescência. 

 Avaliar a bioacumulação do CuO na forma de NP, NC e MP 

sobre a alga verde S. subspicatus. 

 Avaliar o estresse oxidativo do CuO na forma de NP, NC e MP 
sobre a alga verde S. subspicatus. 

 Avaliar a cinética de liberação de íons de Cu da fração solúvel 

em meios de teste das algas verdes S. subspicatus. 

 Avaliar a especiação metálica da NP, NC e MP CuO nos meios 

de teste através de software. 

 Avaliar a diferença de efeitos toxicológicos do CuO em escala 

nanométrica e micrométrica em relação à liberação de íons de 

Cu. 

 Avaliar a diferença de efeitos toxicológicos do CuO em escala 

nanométrica e micrométrica em relação ao tamanho das 

partículas. 
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CAPÍTULO II – REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

  

Neste capítulo foi apresentada uma breve revisão bibliográfica 

sobre estudos desenvolvidos sobre nanotoxicologia, com o objetivo de 

destacar as principais linhas seguidas para a elaboração desta tese e 

selecionar as metodologias mais adequadas para a execução deste 

trabalho. Esta revisão é composta inicialmente pela definição sobre 

nanotecnologia e NP. No âmbito específico do tema, foi apresentada uma 

descrição sobre as NP CuO, MP CuO, toxicidade, usos e tipos de 

caracterização. Por fim, é apresentada uma breve revisão sobre a 

nanotoxicologia, teste de toxicidade aquática e organismos teste 

utilizados neste estudo. 

2.1 NANOTECNOLOGIA e NANOPARTÍCULA 

A nanotecnologia é uma ciência verdadeiramente multidisciplinar, 

e segundo Biju et al. (2008) com potenciais aplicações em quase todos os 

ramos da ciência e da tecnologia atual. A nanotecnologia se refere à 

preparação de materiais, dispositivos ou processos que envolvam o 

controle da matéria na escala do bilionésimo do metro, que é expressa 

pelo prefixo nano, que em grego significa “anão”.  

 A origem da nanotecnologia, segundo Segala (2009), remonta a 

meados do século XX, onde em seu discurso durante a reunião anual da 

Sociedade Americana de Física, Richard Feynman, referiu-se sobre a 

primeira visão da nanotecnologia. Segundo ele, as dimensões a serem 

tratadas estariam próximas ao nível atômico, chamando a atenção o fato 

que em dimensão atômica, trabalha-se com leis diferentes, gerando com 

isso novos efeitos e novas possibilidades de uso, nascendo assim à 

nanotecnologia moderna. 

 Avanços na área da nanotecnologia mostraram-se mais 

significativos a partir de 1980, com o aprimoramento das instrumentações 

para a visualização e manipulação do que havia sido proposto por Richard 

Feynman. A primeira definição sobre nanotecnologia foi reportada por 

Mario Taniguchi em 1974. Segundo Taniguchi (1974) a nanotecnologia 

consiste principalmente, no processo de separação, consolidação e 

deformação dos materiais atômicos, por átomo ou molécula. 

Os NM são uma grande classe de materiais produzidos pela 

nanotecnologia, fazendo parte os compostos orgânicos e inorgânicos que 

possuem pelo menos uma dimensão na nanoescala (10-9 m). Segundo 
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Christian et al. (2008) pode-se citar como exemplo, para NP inorgânicas, 

as de nano-ouro, nano-cobre, nano-prata; os óxidos metálicos, tais como, 

óxido de cobre, dióxido de titânio e óxido de zinco e ligas metálicas 

quantun dots. Já as NP orgânicas, são exemplos clássicos, os nanotubos 

de carbono e o fulereno (C50 e C70). 

Para Falaguasta (2005) e Steffens (2007), as NP podem ser 

divididas em pelo menos duas categorias: NP naturais e NP engenheiradas 

(aquelas produzidas pelo homem). As principais fontes de NP no meio 

ambiente são as queimas de florestas, vulcões, automóveis e fábricas 

(NOWACK e BUCHELI, 2007; LANONE e BOCZKOWSKI, 2010; 

MYUNG e PARK, 2012). 

 Segundo Nagarajan (2008), o grande interesse se dá nas NP 

engenheiradas que são desenvolvidas em laboratórios com propriedades 

muito específicas, geralmente projetadas e sintetizadas com modificações 

superficiais específicas para atender as necessidades de aplicações. As NP 

podem ser produzidas por síntese química ("bottom-up”) ou quebra 

mecânica das partículas maiores (“top-bottom”) (OBERDÖRSTER et al. 

2005). 

Já as NP naturais diferem-se pelas suas características, tais como 

sua distribuição de tamanho, aglomeração, quando gerada e composição 

química. No Quadro 1 é possível fazer uma comparação entre NP naturais 

e as NP engenheiradas, através do tamanho, do estado de aglomeração, 

composição química e significância tóxica. 
 
Quadro 1: Características das NP. 

Característica de 

partículas 

primárias 

NP Naturais 

(ultrafinas) 
NP Engenheiradas 

Tamanho 
 

< 100nm < 100nm 

Distribuição de 
tamanho 

Poli dispersa Mono dispersa 

Aglomeração 
quando gerada 

Sim Não 

Composição 
química 

Variável até bem 
definida 

Bem definida 

Significância 
tóxica 

Pequeno tamanho, 

área superficial, 
composição química 

Pequeno tamanho, 

área superficial, 
composição química 

Fonte: Adaptado de Oberdörster et al. (2005) 

 



9 

 

 

 

2.2 NANOPARTÍCULA DE ÓXIDO DE COBRE  

 

As NP podem ser desenvolvidas segundo Drobne (2007), a partir 

de uma grande quantidade de elementos químicos, sendo que os mais 

comuns são os metais, óxidos metálicos, silicatos, óxidos não cerâmicos, 

polímeros, compostos orgânicos, carbono e biomoléculas.  

Por possuirem uma grande área superficial em relação às partículas 

micrométricas, as NPs são mais reativas devido ao carregamento de 

cargas. Estas propriedades as fazem altamente desejáveis para diversas 

aplicações comerciais, médicas, setores militares e ambientais, como é o 

caso dos óxidos metálicos. 

Segundo Popov et al. (2005), as NP de óxido metálicos são 

fabricadas em grande escala para uso industrial e doméstico (materiais 

esportivos e eletrônicos, têxteis, cosméticos) com a estimativa do 

aumento de aplicações.  

Os óxidos de metais de transição são uma importante classe de 

semicondutores, que têm aplicações magnéticas, de transformação de 

energia solar, eletrônica e quando presente na camada superficial pode ter 

uma profunda influência sobre propriedades como a atividade catalítica, 

pois esta atividade está relacionada com estado de oxidação (AHAMED 

et al. 2010). Para Wang et al. (2011) entre os óxidos metálicos de 

transição, o óxido de cobre (CuO) tem atraído muita atenção, pois pode 

ser utilizado como supercondutores em aplicações como fotocondutores 

e fototérmicas. Devido a isso, as NP CuO possuem um significante 

interesse tecnológico e são cada vez mais utilizadas em várias aplicações 

(ZHOU et al. 2006).  

CuO é o membro mais simples da família de compostos de cobre 

e apresenta uma gama potencial de propriedades físicas, como a 

supercondutividade em alta temperatura e efeitos de correlação eletrônica 

(CAVA, 1990; TRANQUADA et al. 1995). CuO nanopartículado é 

aplicado em diferentes áreas, incluindo sensores de gás (CHOWDHURI 

et al. 2004) catálise (JAMMI et al. 2009), baterias (ZHANG et al. 2005), 

supercondutores de alta temperatura (DAR et al. 2008), conversão de 

energia solar (YIN et al. 2005). Além disso, as NP CuO podem ser 

utilizadas na composição de tintas antincrustantes (ALMEIDA, 

DIAMANTINO e SOUSA, 2007) devido as suas características biocidas. 

As NP podem ser sintetizadas e funcionalizadas segundo a 

aplicação que se deseja. Existem hoje os nanocompósitos (NC) de CuO, 
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como por exemplo, o NC CuO/PANI, que são NP de CuO revestidas com 

polianilina (PANI). Estas NP, se destacam devido às suas potenciais 

aplicações em áreas multidisciplinares, tais como eletrônicos, 

termelétrica, eletromagnética, química, membranas e sensores 

(BHADRA et al. 2009) devido ao polímero que as revestem.  

A Figura 1 representa a síntese de uma NP CuO revestida com 

PANI. A NP CuO após passar por uma reação com dodecilsulfato de 

sódio (SDS) e anilina (ANI) e por fim uma polimerização com agente 

oxidante forma a NP CuO revestida com PANI. 

 
Figura 1: Esquema ilustrativo das etapas de síntese do NP de CuO/PANI. 

 

 
  

Devido a crescente aplicação das NP de óxido metálicos, entre eles 

a NP CuO, cresce também a preocupação acerca de seu comportamento 

em sistemas aquáticos e de sua biodisponibilidade em relação a partículas 

maiores, fazendo-se então necessária a correta caracterização e efeitos em 

todo o seu ciclo de vida. 

2.2.1 Toxicidade da NP CuO 

Estudos de avaliação de toxicidade têm focado principalmente 

em investigar os efeitos em diferentes vias de exposição, tais como as vias 

respiratórias e gastrointestinais (PASCHOALINO et al. 2010). 

Em organismos, Cu é um dos elementos indispensáveis para a 

manutenção da homeostase (GALHARDI et al. 2005). Homeostase é uma 

propriedade em seres vivos que tem função reguladora do ambiente 

interno a fim de manter uma condição estável, mediante os múltiplos 

ajustes de equilíbrio dinâmico. Íons Cu podem causar toxicidade, uma vez 

que exceda a faixa de tolerância fisiológica in vivo (ZIETZ et al. 2003); 

GALHARDI et al. 2004).  

Em relação à saúde humana, Yokohira et al. (2009) realizaram 

biosensaios in vivo com NP de CuO em ratos. Avaliação histopatológica 

mostrou que a NP CuO induziu graves alterações inflamatórias agudas 

NP CuO

SDS ANI

NP CuO/PANI

Polimerização



11 

 

 

em pulmão de rato em doses elevadas e cronicamente em doses baixas ou 

com injeções frequentes. 

Karlsson et al. (2008) relataram que a NP CuO poderia causar 

citotoxicidade e danos ao DNA na linhagem celular humana A549 do 

epitélio pulmonar. Lesões oxidativas foram verificadas através da 

medição da produção intracelular de espécies reativas de oxigênio (ROS, 

do inglês reactive oxigen species) através de sonda fluorescente sensível 

à oxidação do 2’, 7'- diacetatodiclorofluorescina (DCFH-DA).  

Em relação a geração de ROS e danos ao DNA, XING et al. 

(2012) demonstraram que o estresse oxidativo seria o efeito tóxico 

primário. Em comparação com as células cultivadas em meio, as células 

expostas a NP CuO apresentaram diminuição da catalase e glutationa 

redutase (GR) e mostrou aumento de atividade da glutationa peroxidase 

(GPx). O aumento observado de oxidação total de glutationa sugeriu que 

a NP CuO não só gera ROS, como também bloqueia defesas antioxidantes 

celulares (FAHMY e CORMIER, 2009).  

A investigação ambiental em relação à toxicidade NP CuO tem 

focado principalmente nos organismos aquáticos. Os modelos 

experimentais mais comuns são algas, peixes e crustáceos, cujo 

crescimento e toxicidade são tratados como indicadores de relevância 

ambiental.  

Aruoja et al. (2009) estudaram a toxicidade da NP CuO 

utilizando com bioindicador as algas Pseduokirchneriella subcapitata. 

Em baixas concentrações, NP CuO (CE50 = 0,71 mg de Cu L-1) foi mais 

solúvel e mais tóxica quando comparado com a bulk (CE50 = 11,55 mg de 

Cu L-1). Grosell et al. (2007) e Griffitt et al. (2007) reportam que a NP 

CuO também foi tóxica para peixes. Os resultados mostraram que a 

toxicidade CuO foi largamente influenciada pela liberação íons Cu 

solúvel.  

 Griffitt et al. (2007) relatam ainda que em peixes da espécie 

Danio rerio, as suspensões de NP CuO podem danificar lamelas 

branquiais e inibir a reprodução de células epiteliais devido a alteração 

dos níveis do metal no plasma. Gomes et al. (2012) consideraram que a 

glândula digestiva do mexilhão da espécie Mytilus galloprovincialis pode 

agregar a NP CuO e resultar em toxicidade.  

Segundo Rossetto (2011), a NP CuO se mostrou mais tóxica 

tanto em teste de toxidade aguda, assim como crônica, com 

microcrustáceo D. magna e A. fischeri do que a MP CuO. 
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Os resultados de Shi et al. (2011) indicaram que a NP CuO 

diminui os níveis de clorofila da Landoltia punctata e que a toxicidade 

NP CuO é de três a quatro vezes maiores do que a do Cu iônica, devido a 

maior absorção de NP.  

 NP CuO também teve efeitos adversos sobre bactérias Escherichia 
coli induzidos à produção de ROS e danos ao DNA (BONDARENKO et 

al. 2012).  
 A toxicidade das NP está relacionada a diversos fatores ligados 

às suas características. Alguns dos mecanismos que podem induzir a 

toxicidade são apresentados na Figura 2. Entre esses mecanismos podem-

se citar como principais, a dissolução e a internalização da NP.  

 
Figura 2: Visão esquemática das diferentes vias que induzem toxicidade celular 

por NP CuO. (a) Potenciais mecanismos de entrada da NP CuO em células, (b) 
Efeito intracelular de ROS devido a NP CuO, (c) Efeito da coordenação de Cu2+ 

liberado pela NP CuO na célula, (d) Efeito não homeostase interrompido pela 
presença de Cu2+. 

 

 
Fonte: Adaptado de Chang et al. 2012. 

 

Quando o tamanho das NP é pequeno suficiente, diâmetro entre 

50 e 150 nm, segundo Krug e Wick (2011), elas podem sofrer endocitose 

através da membrana e entrarem nas células, desencadeando diversas 
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reações. Além disso, segundo Verna et al. (2008), as mesmas também 

podem adentrar a compartimentos celulares através de difusão devido à 

presença de íons positivos na superfície (Cu+2) que podem competir com 

outros cátions durante os processos biológicos. Enquanto isso, as 

proteínas transportadoras permitem que as NP atravessem a membrana 

plasmática. 
Efeito intracelular de ROS induzidos pela CuO é mostrado na 

Figura 2b. NP podem interagir diretamente com organelas oxidativas, tais 

como mitocôndrias, redox das proteínas ativas e estimular a produção de 

ROS nas células. Os íons (Cu2 +) produzidos pelas NP podem induzir ROS 

por diversas reações químicas. As ROS podem induzir quebras no DNA, 

e afetar a expressão de genes. 

 Os íons de Cu2+ têm a capacidade de formar quelatos com 

biomoléculas ou desalojar os íons metálicos em metaloproteínas 

específicas, que podem resultar na inativação da proteína funcional 

(Figura 2c). Cu2+ liberado pela NP pode aumentar a sua concentração 

local e perturbar a homeostase celular, resultando em toxicidade celular 

(Figura 2d).  

Existem diversas rotas de exposição e mecanismos de toxicidade 

da NP CuO. Normalmente, para materiais micrométricos, a avaliação do 

perigo de exposição se dá através da composição química, dose e via de 

exposição. No entanto, para avalição de NM, fatores adicionais são 

incluídos tais como, o tamanho nanométrico, nanosuperfície, dissolução, 

efeitos quânticos, nanoestruturas, concentração e agregação (YAN et al. 

2011).  

Na Figura 3 são representados os possíveis fatores e mecanismos 

de toxicidade em um organismo exposto à NP de óxidos metálicos, 

incluindo a NP CuO. 
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Figura 3: Fatores e mecanismos de toxicidade aos organismos expostos a NP de 

óxido metálico. 

 
Fonte: Adaptado de Chang et al. (2012). 

 

2.3 CARACTERIZAÇÕES DAS SUSPENSÕES PARA ESTUDOS 

TOXICOLÓGICOS 

   
 Ao iniciar um estudo de toxicidade de NP em organismos vivos e 

meio ambiente, é necessário caracterizar as suspensões-testes para 

compreender os possíveis causadores de efeitos deletérios. Existem 

diferentes tipos de caracterização que podem ser realizadas para uma 

NP/NM. Uma completa caracterização de NM requer diversas 

abordagens metodológicas (da SILVA et al. 2011; SUAREZ et al. 2011). 

 Para Powers et al. (2007), a caracterização completa de uma NP 

inclui medidas como o tamanho, distribuição e forma, além de outras 

características morfológicas (por exemplo, cristalinidade, porosidade, 

superfície e rugosidade), a química do material, a sua solubilidade, área 

de superficial, estado físico da dispersão, química de superfície, entre 

outras propriedades. 
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2.3.1 Potencial zeta (Pz) 

A estabilidade da dispersão de NP pode estar relacionada às 

interações eletrostáticas entre as partes, ou, caso não haja surgimento 

destas, a viscosidade do meio pode proporcionar uma estabilidade física 

da dispersão. A estabilidade de uma suspensão pode ser medida através 

do seu Pz. Segundo Schaffazick et al. (2003), a medida é realizada através 

da técnica de Mobilidade Electroforética, ou seja, através da medida das 

cargas superficiais da amostra.  

O Pz é o potencial elétrico no plano hidrodinâmico de 

cisalhamento. Depende não somente da superfície da partícula, mas do 

dispersante. O Pz pode ser afetado pelo pH ou força iônica do meio. Dessa 

forma, pode-se prever estabilidade de suspensões coloidais. Esta técnica, 

contudo, não considera a heterogeneidade das cargas de cada molécula, 

fornecendo sempre um valor médio. 

Quanto maior for o seu valor em módulo, maior será a carga 

superficial da partícula, conferindo uma maior estabilidade da suspensão, 

ou seja, maior resistência à agregação. Quando o potencial é baixo, a 

atração supera a repulsão e as partículas tendem a aproximar-se mais, 

aumentando a probabilidade de uma colisão, ocorrendo à aglomeração e 

floculação (METCALF e EDDY, 2003; GOUVÊA e MURAD, 2001). 

2.3.2 Microscopia eletrônica 

A microscopia é uma importante técnica de caracterização de NP, 

pois fornece como principais informações o tamanho e a morfologia 

superficial. Esta técnica é utilizada a fim de caracterização das NP em 

solução. No caso da microscopia eletrônica, a área ou o microvolume a 

ser analisado é irradiado por um fino feixe de elétrons ao invés da radiação 

da luz. 
Segundo Maliska (2011) a Microscopia Eletrônica de Varredura 

(MEV) é um instrumento versátil e usado rotineiramente para a análise 

microestrutural de materiais sólidos. Apesar da complexidade dos 

mecanismos para a obtenção da imagem, o resultado é uma imagem de 

fácil interpretação. Ainda segundo a autora, dependendo do material, 

pode atingir aumento de até 900.000 vezes, mas para a análise de 

materiais normalmente o aumento é da ordem de 10.000 vezes. O 

princípio físico de funcionamento do MEV consiste na emissão de um de 

feixes de elétrons (eletrodo negativo) por um filamento capilar de 

tungstênio mediante a aplicação de uma diferença de potencial que pode 

variar de 0,5 a 30 kV. Como resultado a radiação irá fornecer informações 
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características sobre a amostra (topografia da superfície, composição, 

cristalografia, etc.). 

Já a Microscopia de Transmissão Eletrônica (MET), segundo 

Padilha (2011), consiste de um feixe de elétrons e um conjunto de lentes 

eletromagnéticas, que controlam o feixe, encerrados em uma coluna 

evacuada com uma pressão cerca de 10-5 mmHg e com faixa de 

magnificação entre 50 a 600.000 vezes. Uma caracterização 

microestrutural desejável envolve a determinação da estrutura cristalina, 

composição química, quantidade, tamanho, forma e distribuição das 

fases. O MET é uma técnica análoga à microscopia óptica de transmissão, 

no sentido de que a iluminação em um MET é obtida por um canhão de 

elétrons, que está no topo da coluna do microscópio, enquanto que o 

sistema de gravação está no fundo (uma tela fluorescente ou um filme 

fotográfico). 

 

2.3.3 Difração de Raio-X 

 

 
A Difração de Raio-X (DRX) é uma técnica não destrutiva, sendo 

um dos métodos mais utilizados e simples para estudar a estrutura interna 

de materiais cristalinos e consequentemente identificá-los (SCAPIN, 

2003; MEDEIROS, 2007, COSTA et al., 2009). 

 A DRX transformou-se em um método indispensável para a 

investigação, caracterização e controle de qualidade dos materiais. As 

áreas de aplicação incluem a análise da fase qualitativa e quantitativa, a 

cristalografia, a determinação da estrutura e do abrandamento, entre 

outros.  

A DRX possibilita a obtenção de informações importantes como 

grupos espaciais, parâmetros de rede, posição dos átomos na célula 

unitária, microdeformações, quantidade relativa de fases e distância entre 

os primeiros vizinhos (Gomes, 2009). E com ela é possível obter o 

tamanho do cristalito do material que se está analisando. 

 

Para a determinação do tamanho médio dos cristalitos, é 

necessário conhecer o valor de espaçamento interlamelar, que é obtido 

através do tratamento matemático e aplicação da Lei de Bragg (Equação 

1). 

2d senθ=nλ                                            Eq. (1) 
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Onde: n = número inteiro 

           d = distância entre planos atômicos 

           θ = ângulo de incidência em relação ao plano considerado 

             

 

O tamanho médio do cristalito é dado pela equação de Debye-Sherrer 

(Equação 2). 

 

D (Å ) =k λ / β  (size)  cosθ                           Eq. (2) 

 

Onde: K = fator de forma (constante usualmente 0,9) 

           λ = é o comprimento de onda da radiação incidente 

           B = largura observada da linha difratada a meia altura do pico. 

2.3.4 Área superficial 

Segundo Powers et al. (2007), as interações entre os NM e 

organismos ocorrem geralmente na superfície da partícula, portanto, área 

superficial é de fundamental importância na determinação de possíveis 

efeitos tóxicos. 

 Segundo Webb et al. (1997), a determinação da área superficial das 

NP normalmente é baseada no metodo de Brunauer, Emmett e Teller que 

ficou conhecido como a metodologia de BET, que é baseada na teoria de 

que utiliza a adsorção de gás pela superfície da partícula, o gás nitrogênio 

é o adsorbato mais comum, a baixas temperaturas, onde esses dados são 

aplicados em uma sequência de fórmulas do próprio procedimento BET. 

Assim, a área superficial específica é obtida através da isoterma de 

adsorção, que relaciona o volume de gás adsorvido em função da pressão 

relativa.  A isoterma de BET utiliza a seguinte equações 3 e 4 para 

representar os dados experimentais (FIGUEIREDO & RIBEIRO, 1989): 

 

P. V/ (Po−P) = 1 / C.Vm + ((C−1) P) /C.Vm. Po               Eq. (3) 

 

Onde:  

 P e P0 são a pressão medida no estado de equilíbrio e a pressão de 

saturação inicial do sistema. 

 V é a quantidade de gás adsorvido e Vm corresponde a 

monocamada de gás adsorvida quando o sólido está 

completamente recoberto. 

 C é a constante de BET 
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S= ((Vm. Lav. Aad) / Mv)                                                   Eq. (4) 

 

Onde: S é a área de superfície específica. 

          Vm é o volume de gás adsorvido.            

          Lav é o número de Avogadro (6,02214179x1023).            

          Aad é área de seção transversal da uma molécula de adsorbato. 

          Mv é o volume ocupado por 1 mol da molécula de adsorbato. 

 

2.3.5 Características intrínsecas das NP  

  

O comportamento das NP em meio líquido é muito importante 

para compreender a sua reatividade no mesmo. As alterações das 

características das NP no estado seco (em pó) e aquoso são ilustradas na 

Figura 4, onde Jiang, Oberdörster e Biswas (2008) observam que as NP 

no estado seco ou em pó, podem apresentar-se de duas formas: 

aglomerados (devido à fraca força de van der Waals) e na forma de 

agregados (interações químicas fortes entre as partículas) que podem ser 

controlados durante a síntese. Após a dispersão em solução, as NP podem 

permanecer em aglomerados ou na forma de agregados, cobertas por 

dupla camada elétrica. Normalmente, quando se encontram em forma de 

aglomerados, as NP podem ser separadas (devido a forças mais fracas) 

por diversas metodologias, enquanto que os agregados NP não podem ser 

separados. 

Segundo Jiang, Oberdörster e Biswas (2008), as aglomerações 

acontecem devido à presença das forças e energia de superfície. Logo, é 

necessário romper estas forças existentes no aglomerado através de 

processos físicos, como o cisalhamento (forças ultrassônicas), ou 

químicos, que envolvem adição de surfactantes ou funcionalização da 

superfície.  

O tamanho das NP está diretamente correlacionado com muitas 

propriedades essenciais, tais como a superfície, solubilidade e reatividade 

química, e alguns deles têm efeitos sobre as interações entre 

nanomateriais e biomoléculas que afetam posteriormente o 

comportamento nanotoxicológico das NP in vivo (Zhao et al., 2007). Por 

exemplo, diminuindo o tamanho da partícula, resulta-se no aumento da 

área superficial específica que poderá promover a acumulação das NP, 

mas também um aumento de reatividade e aumento das interações entre 
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NP e biomoléculas (CHANG et al., 2012). A solubilidade é outra 

propriedade importante que ajuda a explicar os efeitos tóxicos em vários 

organismos, conforme apresentado na Sessão 2.2.1.  

 Existem diferentes metodologias e técnicas para quantificar os íons 

de cobre total e fração solúvel, dentre elas a espectrometria de absorção 

atômica. 

 Brunner et al. (2006) verificou que em seis dias, o efeito tóxico de 

NP de óxido de metal foi mais elevado para os metais solúveis do que os 

insolúveis aplicando a mesma concentração.  

 Bactérias com sensor-Cu demonstraram que as NP CuO foram 

muito mais solúveis do que a MP CuO (MORTIMER et al. 2010). Isso 

acontece, pois, as partículas nanométricas terem maiores áreas de 

superfície para interagir com moléculas do solvente, do que as MP e 

também, as NP mostraram que possuem dissolução mais rápida. 

 Portanto, quando a caracterização das suspensões é bem 

conduzida, torna-se aparente como os fenômenos biológicos observados 

estão relacionados às características específicas de cada NP. Segundo 

Singh et al. (2009) muitos problemas relacionados aos estudos 

nanotoxicológicos está no fato da não caracterização das suspensões em 

questão. 

 

2.5 NANOTOXICOLOGIA 

 

A toxicologia tem por finalidade conhecer os efeitos das 

substâncias químicas, de formas isoladas ou misturadas, e como, onde e 

em que escala eles se manifestam (MATIAS, 1996). Um tipo de estudo 

muito utilizado é de toxicidade em organismos aquáticos, pois os 

ecossistemas aquáticos representam os receptáculos finais de qualquer 

poluição, sendo ela aquática, atmosférica ou depositada no solo 

(MATIAS, 2009). Segundo Rand, Wills e Mccarty (1995), a toxicologia 

aquática tem como objetivo avaliar o efeito de xenobióticos sobre 

organismos aquáticos representativos. 

A crescente produção e aplicação de NM têm provocado uma 

ampla discussão sobre os potencias riscos associados a sua exposição. 

(SEATON e DONALDSON, 2005). Com a crescente necessidade do 

conhecimento dos riscos potenciais destes materiais e compostos 

nanoestruturados diretamente relacionados à saúde humana e ao meio 

ambiente surgiu o termo nanotoxicologia, que tem por objetivo estudar a 

toxicidade dos NM em relação ao homem e ao meio ambiente. 
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Segundo Marquis et al. (2009) e Choi, Oh e Choy (2008), 

nanotoxicologia é uma área emergente que tem como objetivo 

caracterizar e categorizar os efeitos na saúde causados por NM para 

determinar relações de estrutura/função entre NP e toxicidade. Holsapple 

et al. (2005) afirmam que estudos sobre nanotoxicologia estão voltados 

para caracterizar a segurança dos NM, com foco especial em definir seus 

mecanismos de ação bem como seus perfis toxicológicos, verificando 

desde os efeitos agudos, subcrônicos e crônicos de extrema importância 

para estudos dos NM. 

Os primeiros estudos sobre a toxicidade de NM foram realizados 

na última década do século XX, investigando-se materiais que em escala 

micrométrica não apresentavam toxicidade, e que em escala nanométrica, 

como nanoparticulados, apresentavam algum efeito tóxico 

(PASCHOALINO et al., 2010). Um dos primeiros trabalhos sobre esta 

temática foi realizado (SEATON et al. 1995) que, em um ensaio in vivo 
com ratos, observou a inflamação de tecidos intersticiais somente dos 

indivíduos que foram expostos a partículas nanométricas de 20 nm, 

enquanto que os demais, expostos a partículas de 250 nm, mantiveram-se 

saudáveis. 

Em organismos, segundo Heinlaan et al. (2008), o principal 

mecanismo de toxicidade de NP pode ser através do estresse oxidativo 

que danifica os lipídios, carboidratos, proteínas e DNA. Nel et al. (2006) 

e Xia et al. (2006) afirmam também que existe uma rede de mecanismos 

por trás dos efeitos induzidos à sáude por estas NP, e a capacidade de 

causar estresse oxidativo é um deles. NP pode cruzar as mais fortes 

barreiras biológicas como, por exemplo, a hematoencefálica que proteje 

o Sistema Nervoso Central (LOCKMAN et al. 2006). 

Segundo Nel et al. (2006) o estresse oxidativo ocorre quando ROS 

e espécies reativas de nitrogênio (RNS) perturbam o equilíbrio entre a 

pressão oxidativa e a defesa antioxidante. ROS podem, por exemplo, ser 

formada através de um radical de metal de transição, ou outro produto 

químico na superfície da partícula, ou como conseqüência da interação 

entre partículas e componentes celulares. A peroxidação lipídica é 

considerada um dos mais importantes efeitos associados à exposição à 

NP, pois proporciona alterações nas propriedades da membrana celular 

que por sua vez pode perturbar as funções celulares vitais (RIKANS E 

HORNBROOK, 1997). Além disso, a oxidação das proteínas 

desempenha um papel chave no desenvolvimento de arterioecleroses, 

câncer e artrite (VALKO et al. 2004). 
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Segundo Drobne (2007), a membrana celular, mitocôndrias e 

núcleo da célula são considerados como alvos mais relevantes de indução 

da toxicidade gerada pelas NP TiO2. As mitocôndrias são alvo de 

partículas que foram fagocitadas pelas células, bem como uma fonte para 

a produção de ROS (XIA et al. 2006) e os danos gerados a elas podem 

levar ao aumento da produção de ROS, diminuição do potencial de 

membrana mitocondrial e apoptose. Segundo Upadhyay et al. (2003), foi 

demostrando uma diminuição no potencial de membrana mitocondrial em 

células alvelos pulmonares (da linhagem A549) quando expostas a 

partículas de amianto. Este fato também foi observado após a exposição 

a vários outros tipos de partículas incluindo partículas metálicas por 

Karlsson, Holgersson e Möller (2008b). 

Para Oberdörster (2008), a aplicação de partículas com diâmetros 

menores que 100 nm incitam várias discussões em relação à avaliação 

toxicológica, em especial, o fato de que características inerentes às 

partículas com diâmetros diferentes, porém com mesma composição, 

podem também interferir na biocompatibilidade desses materiais. 

Segundo Karlsson et al. (2008a), estudos mostram que em geral as 

NP possuem maiores toxicidade quando comparada com suas formas 

micrométricas, levantando a hipótese amplamente assumida de que as NP 

são mais potentes em causar danos. Renwick et al. (2004) descreveram 

um estudo em dois diferentes tamanhos do TiO2 que foram administradas 

diretamente no pulmão de ratos e as respostas inflamatórias foram 

observadas. Os resultados mostram que, enquanto as partículas 

micrométricas foram tidas como "não tóxica", a partícula na escala 

nanométrica foi classificada como “tóxica”. 

Esta hipótese não pode ser totalmente aceita uma vez que alguns 

estudos demonstram a existência de NP que não se mostraram mais tóxica 

do que a sua formulação bulk. O exemplo de Warheit et al. (2006) 

representa bem essa situação: a toxicidade das partículas de quartzo não 

foi dependente do tamanho da partícula pela área superficial, mas sim a 

reatividade da superfície. Embora já existam alguns estudos sobre o 

potencial perigo de NP engenheiradas, a sua libertação para o ambiente 

aquático os seus efeitos nocivos permanecem amplamente desconhecidos 

(CHANG et al. 2012).  

Como a água é um dos bens essenciais para os ecossistemas, os 

dados sobre o destino e comportamento das NP sintéticas em diferentes 

tipos de águas naturais, bem como os seus potenciais efeitos 

ecotoxicológicos, são essenciais para a avaliação dos riscos ambientais 
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para as nanotecnologias (NOWACK e BUCHELI 2007). Segundo Quina 

(2004), a reflexão a respeito desta questão é bastante pertinente, uma vez 

que, além das inúmeras perspectivas oriundas do desenvolvimento de 

uma gama de novos materiais, há o potencial risco de contaminação 

ambiental, dadas as características intrínsecas das NP, as quais podem 

facilitar a translocação destas pelos compartimentos ambientais e 

ocasionar danos à cadeia alimentar. Todos os aspectos levantados até o 

momento sobre o tema justificam a importância da investigação sobre a 

disponibilidade, degradabilidade e toxicidade dos NM (QUINA, 2004). 
 
 2.5.1 Testes de Toxicidade 
 Os testes de toxicidade são ensaios laboratoriais que têm como 

objetivo avaliar os efeitos nocivos das substâncias a serem analisadas, 

bem como o seu grau de toxicidade. Os organismos vivos são expostos a 

diferentes concentrações das substâncias de interesse e analisam-se os 

efeitos adversos causados sobre estes organismos, como por exemplo, 

imobilidade, morte, alterações físicas, morfológicas e funcionais, entre 

outros (MATIAS, 2009).  

De acordo com Rand, Wells e Mccarty (1995), os efeitos 

toxicologicos dependem da concentração e das propriedades da 

substância química à qual o organismo é exposto, bem como do tempo de 

exposição. Os testes de toxicidade podem ser realizados in situ ou em 

laboratório, causando efeitos agudos ou crônicos.  

 

Toxicidade aguda  

 

Os testes de toxicidade aguda visam demonstrar a ocorrência de 

efeitos adversos em um curto espaço de tempo em relação ao ciclo de vida 

do organismo-teste, após a exposição, em diferentes diluições. A duração 

deste teste é variável, sendo normalmente de 24 a 96 horas para 

organismos aquáticos (MATIAS, 2009).  

Os efeitos observados neste tipo de teste em organismos aquáticos 

são a letalidade ou a inibição do movimento. De acordo com a ABNT 

NBR 12713/2009, a imobilidade do organismo-teste é determinada 

através da incapacidade do mesmo em nadar na coluna d’água durante um 

período de até 15 segundos, após uma leve agitação do recipiente (ABNT 

NBR 12713, 2009).  

O resultado dos testes de toxicidade aguda normalmente é expresso 

através da concentração letal média (CL50) ou da concentração efetiva 
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mediana (CE50) (COSTA et  al. 2008; MATIAS, 2009). A CL50 refere-se 

à concentração real da amostra que causa a morte de 50% dos organismos 

no tempo de exposição, nas condições de ensaio; enquanto a CE50 refere-

se à concentração real da amostra que causa efeito agudo a 50% dos 

organismos no tempo de exposição, nas condições de ensaio, sendo estes 

normalmente caracterizados pela imobilidade ou mortalidade (MATIAS, 

2009). 

 

Toxicidade crônica 
 

Os testes de toxicidade crônica são testes de longa duração, onde a 

exposição é contínua por um período longo de tempo, abrangendo todo 

ou parte do ciclo de vida do organismo-teste. Os principais parâmetros 

observados neste tipo de teste são os efeitos crônicos subletais, como 

alterações nas atividades respiratórias, cardíacas, bioquímicas, no 

desenvolvimento morfológico, nas funções biológicas, na reprodução e 

no crescimento, que não causam necessariamente a morte do organismo 

(AZEVEDO e CHASIN, 2003). Geralmente, a avaliação dos testes de 

toxicidade crônica é feita através da concentração de efeito observado 

(CEO) que é a menor concentração que causa efeito sobre os organismos, 

e a concentração de efeito tóxico não observado (CENO) que é a maior 

concentração do produto que não causa efeito sobre os organismos 

(MATIAS, 2009; COSTA et al. 2008). 

 Para a realização destes testes devem ser utilizados, no mínimo, 

dois níveis de doses ou concentração, e a via de administração destas deve 

estar de acordo com a via de exposição mais provável (AZEVEDO e 

CHASIN, 2003). 

No Brasil, os testes crônicos são contemplados na Resolução 

CONAMA nº357 (BRASIL, 2005) e exigidos para realização do 

enquadramento dos corpos hídricos. Segundo esta resolução, efeito 

toxicológico crônico é definido como os efeitos deletérios aos organismos 

vivos causados por agentes físicos ou químicos que afetam uma ou várias 

funções biológicas dos organismos, como a reprodução, o crescimento e 

o comportamento, em um período de exposição que pode abranger parte 

ou a totalidade de seu ciclo de vida. 

 

Bioindicadores fotossintéticos em algas verdes 
A fotossíntese é fundamental para o metabolismo dos 

organismos fotossintéticos acontecendo dentro dos cloroplastos onde 
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ocorre a conversão da energia luminosa em energia química. Segundo 

Avenson et al. (2005) e Merchant e Sawaya (2005), a luz branca é 

absorvida pelos pigmentos das antenas clorofilianas do fotossistema II 

(FS II) e I (FS I) a fim de garantir o transporte de elétrons a partir da água, 

doador de elétrons primário, até a nicotinamida adenina dinucleotídeo 

fosfato (NADPH), aceptor final de elétrons, através do FS II, citocromo 

b6 f  e FS I. 

Os pigmentos, as proteínas e outras substâncias químicas 

envolvidas na reação da fotossíntese estão localizados nos cloroplastos. 

Em condições normais durante a fase fotoquímica, sem a interferência de 

inibidores fotossintéticos, a energia luminosa capturada pelos pigmentos 

(clorofila e carotenoides) é transferida para um “centro de reação” 

especial (P680), gerando um elétron excitado (AVENSON et al. 2005). 

Segundo Sing et al. (2008), o elétron do FS II é transferido para uma 

molécula de quinona localizada na membrana tilacoide do cloroplasto. A 

quinona A (QA) transfere o elétron para outra molécula de plastoquinona 

(PQ), que se reduz a plastoquinol, chegando no citocromo b6 f, em 

seguida, até a plastocianina (PC), localizadas na mesma proteína. 

  A captura de dois prótons a partir do estroma é também requerida 

para a formação do plastoquinol. A difusão do platoquinol ocorre através 

da camada lipídica da membrana tilacoidal ao complexo citocromo b6 f, 

onde dois elétrons são transferidos ao complexo proteico do FS I e dois 

prótons são liberados ao espaço intratilacoide (SAMPAIO et al. 2012). 

Consequentemente, a transferência de elétrons da molécula de água ao b6 

f está associada com a geração de um gradiente de prótons através da 

membrana, devido a uma diferença de potencial eletroquímico, resultante 

da oxidação da água pelo FS II no lado do lúmen da membrana tilacoide 

e a ciclo redução-oxidação da plastoquinona (ANDREIADIS et al. 2011). 

A captura de prótons envolvida na redução de NADP+ no 

estroma também contribui para a criação de uma diferença de potencial 

transmembrana que pode ser usada para guiar a síntese de ATP, através 

do fator acoplamento. A ferredoxina transfere elétrons para o NADP+ e a 

reação é catalisada pela redutase de ferredoxina-NADP+, uma 

flavoproteína solúvel, com um grupo de flavina adenina dinucleotídeo 

protético (FAD). O FAD oxidado aceita dois elétrons e dois prótons a 

partir de duas moléculas de ferredoxina reduzida para formar FADH2, e 

essa coenzima transfere um hidreto para NADP+ para reduzi-lo a 

NADPH (ANDREIADIS et al. 2011).  
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A Figura 4 mostra de forma resumida os processos citados acima 

sobre o funcionamento do FS II e FS I durante o processo de fotossíntese. 

 
Figura 4: Ciclo resumido da fotossíntese entre o FS II e FSI. 

 
Fonte: Adaptado de Manual de instruções. Qubit System (Canadá).  

 

Existem diferentes metodologias para quantificação do processo 

de fotossíntese, mas vem se destacando entre elas um grupo de 

metodologias que permite estudar detalhes da fotossíntese sem destruir 

nenhum tecido fotossintético, baseado na quantificação da emissão da 

fluorescência da clorofila a (Chl a) (HOLUB et al. 2007).  

A fluorescência da Chl a pode ser considerada como uma in-

vestigação intrínseca do sistema de fotossíntese e da intensidade da 

fluorescência, como medida direta das atividades do FS II. 

Existem diferentes metodologias para a avaliação da cinética da 

fluorescência. Os fluorímetros são baseados em abordagens diferentes 

para medir a variação da fluorescência da Chl a (ROTTGERS 2007).  

Destaca-se o uso da fluorometria direta, como é o caso do analisador de 

eficiência da planta (PEA), na qual a fotoquímica da alga ou planta é 

saturada através de incidência de luz direta.  

A avaliação da eficiência da emissão de fluorescência da Chl a, 

vem sendo utilizada em diferentes estudos que analisaram os efeitos da 

NP CuO em algas (PERREAULT et al. 2012) e tem se mostrado uma 

importante ferramenta de avaliação devido à importância das algas na 

cadeia trófica e no processo de captura de CO2. 
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Avaliação do Estresse Oxidativo 
ROS são um processo natural que ocorre durante o metabolismo 

celular, que quando em concentrações normais, são responsáveis, por 

exemplo, pela defesa e desinalização celular. No entanto, sob uma 

condição desfavorável, onde há um aumento de ROS, o sistema de defesa 

amplia seu arsenal enzimático e não enzimático para controlar os níveis 

intracelulares destas moléculas (VALKO et al. 2006). 

A formação de ROS pode ser relacionada com agentes internos 

(endógena) ou externos (exógenas), estando às fontes endógenas 

relacionadas com o processo de respiração celular. Mecanismos 

fisiológicos, como fagocitose de corpos estranhos (infecção microbiana), 

metabolismo de xenobióticos, hidroxilação de prolina elisina e oxidação 

de xantina também estão relacionados à geração endógena de ROS 

(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007; MARIANI, 2008). 

Em situações em que a quantidade destas espécies reativas 

ultrapassa a capacidade de defesa antioxidante das células, ocorre o que 

se chama de estresse oxidativo (MATIAS, 1999). Esta condição de 

estresse pode ser resultado também de uma diminuição da capacidade de 

defesa celular antioxidante (COSTA e MORADAS-FERREIRA, 2001). 

 

2.5.2 Organismos-testes 
Existem inúmeros organismos aquáticos que podem ser utilizados 

como organismo-teste para avaliação da toxicidade. Com relação ao 

organismo escolhido, Rand, Wells e Mccarty (1995) destacam: a 

seletividade constante e elevada aos contaminantes, a disponibilidade e 

abundância do organismo desejado, a uniformidade e estabilidade 

genética nas populações, a representatividade de seu nível trófico, a ampla 

distribuição e importância comercial e a facilidade de cultivo e de 

adaptação às condições de laboratório. A fim de facilitar a interpretação 

dos resultados, Costa et  al. (2008) salientam que devem ser utilizadas 

espécies cuja fisiologia, genética e comportamento sejam bem 

conhecidos. 

Recomenda-se que sejam utilizadas mais de uma espécie 

representativa do ecossistema aquático e de níveis tróficos diferentes para 

testes com a mesma substância, objetivando representar de forma mais 

clara e realista a toxicidade do xenobiótico testado (RAND, WELLS e 

MCCARTY, 1995; ARAGÃO e ARAÚJO, 2006). 

 



27 

 

 

Daphnia magna 

A D. magna é um microcrustáceo de água doce, originária do 

hemisfério norte, com tamanho médio entre 5 a 6 mm (ALVES e 

SILVANO, 2006). Segundo Costa et al. (2008) estes microcrustáceos são 

bastante utilizados em testes de toxicidade pois existe um grande número 

de informação sobre as técnicas de cultivo, os requisitos de temperatura, 

luz e nutrientes e sobre sua resposta a muitas substâncias tóxicas e 

importância na cadeia trófica. 

 Segundo American Public Health Association (1998), a D. magna 
possui ciclo de vida relativamente curto, são facilmente cultivados em 

laboratório, são sensíveis a vários contaminantes do ambiente aquático e 

devido ao seu pequeno tamanho, necessitam de menores volumes de 

amostras e água de diluição do que os testes realizados com algas e peixes. 
A Figura 5 ilustra a morfologia da D. magna. A cabeça possui dois pares 

de antenas, sendo que seu segundo par de antenas serve para a locomoção. 

O primeiro par, de tamanho inferior, funciona como órgão sensorial. Essa 

espécie suporta águas com pH entre 6,5 e 9,5, sendo pH ótimo entre 7,2 e 

8,5 (CLARE, 2011). 

 
Figura 5: Morfologia do microcustáceo D. magna. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: traduzido de Rosenkranz (2010) 

A principal fonte de alimentação é através da filtração de algas 

unicelulares do meio ambiente (KNIE e LOPES, 2004). Em condições 



28 

 

 

ambientais favoráveis esses microcrustáceos reproduzem-se por 

partenogênese, originando apenas fêmeas (ALVES e SILVANO, 2006), 

ou seja, são gerados filhotes idênticos aos originais (ARAGÃO e 

ARAÚJO, 2006). Quando ocorrem condições ambientais desfavoráveis, 

como baixas temperaturas ou grande densidade e subsequente 

acumulação de produtos excretores, estas induzem o aparecimento de 

ovos sexuados, ou efípios (CIMAR, 2011). O seu ciclo de vida médio é 

de aproximadamernte 40 dias à 25 ºC e 56 dias a 20ºC. Quando mantida 

em laboratório, esta espécie normalmente dá origem à primeira ninhada 

entre 6 e 10 dias, e produz ninhada de juvenis a cada 2 dias (CIMAR, 

2011). 

 

Aliivibrio fischeri 
A bactéria bioluminescente A. fischeri (anteriomente denominada 

Vibrio fischeri) é uma proteobactéria, da ordem Vibrionales, da família 

Vibrionaceae e é gram-negativa, heterótrofa, podendo ser encontrada 

como simbionte de várias espécies (HARMELarmel, 2004), como 

patógenos de invertebrados e como saprófito de vida livre. São bactérias 

anaeróbias facultativas que emitem luz em condições ambientais 

favoráveis e necessitam de condições de oxigênio acima de 0,5 mg/L 

(KNIE e LOPES, 2004). A Figura 6 representa a bactéria luminescente A. 

Fischeri. 
 

Figura 6: Representação da bactéria A. fischeri. 

 
Fonte: http://www.ou.edu/cas/botany-micro/faculty/dunn.html 
 

 

http://www.ou.edu/cas/botany-micro/faculty/dunn.html
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Segundo Mortimer et al. (2008) testes toxicológicos usando a bactéria A. 

fischeri são uma poderosa ferramenta para testes de toxicidades de NP. 

Atualmente, há várias normas padronizando os testes que utilizam a 

bactéria A. fischeri como organismo-teste. Dentre estas destacam-se as 

metodologias americanas: a ISO 11348-1 que se refere a testes de 

toxicidade utilizando bactérias recém cultivadas (ISO, 1998a), a ISO 

11348-2 que se refere a testes de toxicidade utilizando bactérias 

desidratadas (ISO, 1998b), a ISO 11348-3 que se refere a testes de 

toxicidade utilizando bactérias liofilizadas (ISO, 1998c); a norma alemã: 

DIN 38412-37 (DIN, 1999) sobre a determinação do efeito inibitório em 

bactérias, e a norma brasileira sobre a determinação do efeito inibitório 

de amostras de água sobre a emissão de luz de vibrio fischeri, ABNT 

15411-1 (ABNT, 2006a) ABNT 15411-2 (ABNT, 2006b) e ABNT 15411-

3 ( ABNT, 2006c). 
Segundo Mortimer et al. (2008), a bioluminescência da A. fischeri 

é resultado de uma complexa cadeia de reações bioquímicas onde o 

mononucleótido de flavina é reduzido a um aldeído de cadeia longa de 

ácidos graxos e luciferase são as responsáveis pelas reações. A variação 

desta bioluminescência emitida foi descrita por Boettcher e Ruby (1990). 

Segundo os autores, a emissão ou diminuição de luminescência ocorre 

devido à ação de um grupo de genes denominado como lux operon e os 

testes de toxicidade com este organismo-teste baseiam-se na diminuição 

da bioluminescência causada pelo contato da substância teste com as 

bactérias. A diminuição da luminosidade emitida pelas bactérias ocorre 

devido à interferência das substâncias tóxicas sobre a respiração celular 

desses microorganismos (HOLLEBONE, FIELDHOUSE, 

LANDRIAULT, 2008).  

Normalmente, a inibição de quaisquer das inúmeras enzimas 

envolvidas no processo causará a diminuição da luminescência. Do ponto 

de vista bioquímico, os sistemas bioluminescentes são considerados uma 

parte do sistema transportador de elétrons, onde a enzima luciferase 

catalisa a oxidação do FMNH2 (mononucleotídeo flavina reduzido) e um 

aldeído, resultando na produção do mononucleótido de flavina (FMN), 

ácido e luz (BITTON; DUTKA, 1989). A inibição da bioluminescência é 

o resultado do processo total da célula, ou seja, é a expressão da resultante 

de uma série complexa de reações químicas produtoras de energia.   

Ensaios laboratóriais utilizando a bactéria A. fischeri como 

organismo-teste apresentam algumas vantagens, já que podem ser 

realizados com pequeno volume de amostras e são relativamente fáceis 
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de executar. Além disso, a rapidez na obtenção dos resultados, após 30 

minutos de exposição, permite uma resposta rápida em casos de acidentes 

ambientais. 

 

Scenedesmus. subspicatus 
S. subspicatus são algas verdes unicelulares de água doce, sendo 

classificadas como microalgas, que também podem formar colônias. As 

microalgas são muito utilizadas em testes de toxicidade devido a sua 

importância ambiental, sua posição na cadeia trófica e devido ao seu 

rápido crescimento em laboratório. Como produtores primários, as 

microalgas se situam na base da cadeia alimentar e as alterações ocorridas 

na dinâmica da comunidade poderão afetar os níveis superiores do 

ecossistema (LEWIS, 1995). 

As culturas algaceas em laboratório são axênicas, mantidas em 

condições controladas de temperatura e luminosidade. Na Figura 7 é 

representado uma cultura celular de S. subspicatus. 

 

Figura 7: Alga verde S. subspicatus. 

 

Fonte: http://web.biosci.utexas.edu/utex/algaeDetail.aspx?algaeID=5012 
 

Alguns indicadores são importantes para o teste de toxicidade 

com microalgas verdes. A morte celular é a última consequência de um 

efeito de contaminantes tóxicos. A integridade da membrana é um bom 

indicador da viabilidade celular e pode ser facilmente determinada pela 

penetração na célula de composto normalmente incapazes de atravessar a 

membrana, que cora apenas as células não viáveis, por exemplo. 

http://web.biosci.utexas.edu/utex/algaeDetail.aspx?algaeID=5012
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As atividades de certas enzimas desempenham um papel 

importante no metabolismo da célula, também é utilizada como um 

indicador de viabilidade celular, como, por exemplo, a hidrólise de 

diacetato de fluoresceína (FDA) por esterases celulares. Esses indicadores 

mostraram boa sensibilidade aos efeitos dos NM (PETIT et al. 2012; 

HAN et al. 2011). 

Outro indicador são as ROS que têm uma vida muito curta devido 

à sua elevada reatividade. ROS podem levar ao estresse oxidativo quando 

exceder as capacidades de defesa da célula. Eles podem reagir com vários 

componentes celulares (lipídos, proteínas, pigmentos, DNA) e induzir 

importantes danos a nível celulares (D'AUTRÉAUX e TOLEDANO, 

2007). 

Portanto, uma avaliação toxicológica em diferentes bioindicares 

aquáticos é importante na compreensão do potencial toxicológico dos NM 

no meio ambiente, ajudando assim a tomada de decisão em relação a qual 

produto usará, a fim de garantir um meio ambiente mais sustentável. 
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CAPÍTULO III – MATERIAIS E MÉTODOS 

A tese de doutorado aqui apresentada foi dividida em dois 

momentos: o primeiro desenvolvido no Laboratório de Toxicologia 

Ambiental (LABTOX) da Universidade Federal de Santa Catarina – 

UFSC onde foram realizados dos testes de toxicidade aguda e crônica 

com D. magna e A. fischeri além das caracterizações nas suspensões de 

testes, e um segundo momento, realizados na Université du Québec à 

Montréal – UQÀM, durante o estágio doutoral com bolsa de doutorado 

sanduíche, onde foram realizados os testes de toxicidade com as algas 

verdes S. subspicatus e a caracterização neste meio de teste. Para todos os 

testes, foram utilizadas 4 diferentes NP e 1 MP, sendo estas descritas no 

item 3.1. Na fig. 8 é apresentado o fluxograma da metodologia utilizada 

para a realização desta tese. 
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Figura 8: Fluxograma da metodologia   
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3.1 SUBSTÂNCIA-TESTE 

A substância-teste avaliada e adquirida neste estudo foi o CuO, na 

forma de NP, NC e MP, que são compostos inorgânicos e insolúveis em 

água. 

Foram analisados um total de quatro (4) NP CuO, sendo elas, duas 

(2) comerciais (NP CuO – MTI e NP CuO – Sigma) e duas (2) sintetizadas 

no LABTOX (NP CuO – LABTOX e NC CuO/PANI). Foram analisados 

também a MP CuO comercial (MP CuO – Bulk) e o polímero PANI 

utilizado como revestimento da NP CuO. Como controle positivo, a fim 

de obter a contribuição da toxicidade dos íons de cobre, foi utilizado o 

sulfato de cobre (CuSO4). 

Das NP comerciais, a NP CuO – MTI foi adquirida pela MTI 

Corporation (Richmond, CA, USA) e fornecidas pelo Départament de 

Chimie - “Laboratoire de Toxicologie de l’Environment” da Université 

du Québec à Montréal (UQAM) através do projeto de cooperação 

internacional aprovado pela CAPES, com pureza de 99,9 % e diâmetro 

entre 30 - 40 nm. A NP CuO – Sigma foi adquirida da Sigma Aldrich 

(Brazil) com pureza de 99,9 % e diâmetro inferior a 50 nm. 

Das NP sintetizadas no LABTOX, a NP CuO – LABTOX tem 

diâmetro entre 50 - 100 nm. O NC CuO/PANI tem diâmetro entre 50-

100nm + 10 nm de recobrimento com a PANI. 

A MP utilizada neste estudo foi o Óxido de Cobre (II) P.A.ACS 

(Vetec-Química) com pureza de 99 %. 

A PANI foi sintetizada no LABTOX e o CuSO4 foi obtido da Synth 

(Brasil).  

3.2 NP e NC de CuO - LABTOX 

 As NP de CuO (LABTOX) e NC CuO-PANI foram sintetizados 

na sala de manipulação do laboratório LABTOX pela professora visitante 

Profª Denice Schulz Vicentini. Para a síntese das NP de CuO foi utilizada 

a metodologia da decomposição térmica (Rossetto et al. 2014). 

3.2.1 Síntese das NP CuO 

As NP de CuO foram sintetizadas pelo método de decomposição 

térmica com algumas modificações (DAS et al. 2013). O precursor foi 

sintetizado com adição de uma solução 0,6 M de Na2CO3 em 100 mL de 

uma solução de 0,5 M de CuSO4 e ultrassonicado por 1 h a 60 ºC. O 

produto precipitado foi então centrifugado e lavado várias vezes com água 



36 

 

 

quente para remoção do material das impurezas. Depois, o precipitado foi 

seco na estufa a 70 ºC por 12 h. Por fim, o produto seco foi calcinado a 

600 ºC por 2 h. 

3.2.2 Síntese da PANI 

A PANI foi utilizada como revestimento da NP CuO, formando 

o NC CuO/PANI. A PANI foi obtida a partir da reação de 100 mL de uma 

solução de HCl (15 mmol) com anilina (26,7 mmol). Em seguida, foi 

adicionada lentamente uma solução aquosa de perssulfato de amônio 

((NH4)2S2O8, 6,7 mmol). Após este procedimento, a reação foi agitada e 

mantida a temperatura controlada entre 0 e 3 °C, por 3 h. O sólido 

formado (sal de PANI) foi então filtrado e lavado com água e etanol, e 

seco em estufa a 50 °C por 48 h. O sal de PANI foi então desprotonado 

com a adição de uma solução 0,1 M NH4OH e agitado por 24 h. Por fim, 

o produto foi lavado com água em excesso e seco a 60 °C por 24 h. 

3.2.3 NC de CuO/PANI 

O NC de CuO/PANI foi sintetizado in situ na presença do 

monômero da anilina a partir da dispersão 1,0 g de NP de CuO em 50 mL 

de água destilada contendo 40 mg de dodecilsulfato de sódio (SDS) e 

ultrasonicado por 20 min. Esta suspensão foi mantida sob agitação por 72 

h à temperatura ambiente. Depois, o meio reacional foi mantido em um 

banho de gelo com temperatura entre 0 e 5 ºC para então adicionar 0,5 

mL de anilina e 0,5 mL de solução de HCl 1 M. A razão entre as NP de 

CuO e anilina foi de 1,0:0,3 (m/m). Em seguida, foi adicionado o agente 

oxidante (NH4)2S2O8 (0,114 g em 5 mL de H2O) para iniciar a 

polimerização. O meio reacional foi mantido sob agitação e banho de gelo 

por 2 h. Depois, o produto foi lavado por filtração com água e etanol para 

obter o NC CuO/PANI core-shell. O NC foi seco em estufa 60 °C por 24 

h (Yin et al. 2012). Na última etapa o CuO/PANI foi desprotonado com 

adição de 50 mL de uma solução 0,1 M NH4OH e agitado por 24 h. 

Finalmente, o NC CuO/PANI foi seco em estufa 60 °C por 24 h. 

3.3 PREPARO DAS SUSPENSÕES-TESTES  

Para o início dos estudos fez-se necessário o preparo das 

suspensões com cada uma das substâncias-testes a fim de avaliar os 

possíveis efeitos deletérios sobre organismos aquáticos testados. 

Trabalhou-se com suspensões uma vez que o CuO é um composto 

insolúvel no forma de nanopartícula e micropartícula. 
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O método de preparo para a obtenção das suspensões de NP tem 

sido objeto de estudo, porém não há um procedimento padrão para o seu 

preparo. A principal metodologia utilizada é com o processo de 

ultrassonicação, realizado através de uma sonda ultrassônica 

(ultrassonicador), que tem como objetivo romper os possíveis 

aglomerados de NP formados quando as mesmas são adicionadas ao 

diluente e manter as partículas em suspensão. O preparo das suspensões-

testes seguiu, em linhas gerais, a metodologia utilizada por Heinlaan et 

al., (2008) e com algumas adaptações. 

O preparo da suspensão foi realizado na unidade de preparação e 

manipulação de amostra do LABTOX e do “Laboratoire de Toxicologie 

Environnemetale” da Université du Québec à Montréal (UQAM). A 

suspensão foi preparada a uma concentração de 1 g/L, pesando 1 g da 

amostra e diluindo em 10 mL de água ultrapura (UP) (σ = 18,2 MΩ cm).  

A suspensão foi colocada em erlenmeyer de 50 mL em banho de gelo e 

colocada sobre um agitador magnético e sonicada por 30 minutos com 

uma sonda ultrassônica do ultrassonicador. O ultrassonicador (Unique – 

100W) foi utilizado na potência máxima de 99%. Após este processo, o 

volume da suspensão final foi aferido até completar 1L com UP. Antes e 

durante as realizações das avaliações toxicológicas e caracterizações 

tomou-se o cuidado de homogeneizar a suspensão-teste. 

Para MP CuO, as suspensões foram realizadas através do mesmo 

processo que as NP. Porém, não se utilizou o processo de ultrassonicação, 

pois o objetivo é avaliar a escala micrométrica desta formulação. As 

suspensões foram preparadas em temperatura ambiente. 

Os parâmetros pH e salinidade foram acompanhados durante a 

realização desses procedimentos, a fim de observar se as características 

da suspensão-teste afetam os resultados dos testes de toxicidade. 

3.4 CARACTERIZAÇÃO DAS SUSPENSÕES-TESTES 

Existe um consenso crescente de que a caracterização das NP é 

parte essencial na avaliação da toxicidade. A adequada caracterização das 

suspensões de teste é importante para garantir que os resultados sejam 

reproduzíveis, e também fornecer a base para a compreensão de como as 

propriedades das NP poderão influenciar na determinação dos efeitos 

toxicológicos. As NP e MP de CuO foram caracterizadas por 
Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET), Difração de raios-X 

(XRD), Espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado 

(ICP-MS), Espectrometria de absorção atômica- Forno de Grafite (AAS-
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GF), Área superficial (AS), Potencial zeta (Pz), Diâmetro hidrodinâmico 

(Dh) e especiação química. 

3.4.1 Microscopia Eletrônica de Transmissão 

A caracterização das suspensões na escala nanométrica e 

micrométrica foi realizada através do MET (JEM-1011 MET – 100KV), 

do Laboratório Central de Microscopia Eletrônica (LCME) da UFSC com 

o objetivo de verificar o tamanho dos aglomerados e forma após a adição 

do meio diluente. 

Para a análise através do MET, as suspensões-testes (1g L-1) foram 

gotejadas sobre uma grade de carbono-Cu (300 meshs) e armazenadas em 

um dessecador à vácuo por 24 h para a secagem (metodologia padrão do 

LCME). 

3.4.2 Difração de raios-X (DRX) 

As análises de difração de raio-X (DRX) foram realizadas no 

Laboratório de Caracterização Microestrutural – Difratometria de Raios-

X no Departamento de Engenharia de Materias – UFSC. A análise foi 

realizada nos compostos em pó. Os difratogramas de raios-X foram 

medidos na escala ângular 2θ = 20° - 70°, utilizando um difratometro 

Philips, modelo X'Pert, equipado com um tubo de cobre (CuK α, λ= 

1,54056 Å). O tamanho de cristalito foi calculado com base nos 

alargamentos dos picos. O objetivo desta análise foi analisar a estrutura 

cristalina das amostras, através dos difratogramas – DRX fim de obter o 

tamanho dos cristalitos do CuO. 

3.4.3 Espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado 

(ICP-MS) 

A análise de ICP-MS (Perkin-Elmer, modelo Nexlon 300 D) foi 

utilizada a fim de quantificar os íons Cu total. As análises foram 

realizadas no Laboratório de Espectrometria de Massa e Atômica do 

Departamento de Química – UFSC. As amostras foram preparadas de 

duas formas. Na primeira, as soluções com concentração de 125 mg L-1 

foram acidificadas com HNO3 e diluídas numa razão 1/200. As medidas 

de Cu total foram feitas em dois tempos, 0 h e 48 h, em água UP, meio 

ISO e M4 (D. magna) e NaCl 20% (A. fischeri). A segunda análise 

consiste em fazer a digestão da amostra com tratamento em HNO3, H2O2 

e micro-ondas. Após diluição numa razão 1/200, o Cu total foi 

quantificado. 
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3.4.4 Espectrometria de absorção atômica - Forno de Grafite 

(GFAAS) 

As análises por GFAAS foram realizadas no Departamento de 

Engenharia Sanitária e Ambiental UFSC, com equipamento Varian 

SpectrAA 640Z e através do GFAAS (Varian SpectrAA 220Z) no 

“Laboratoire de Toxicologie Environnemetale” da Université du Québec 

à Montréal (UQAM). Esta análise tem como objetivo quantificar a 

cinética de liberação de íons do CuO na forma de NP e MP durante um 

tempo de 21 dias do teste crônico com D. magna e 0 e 6 h de exposição 

para o teste de toxicidade aguda com a alga S. subspicatus. Foram 

analisadas as concentrações utilizadas para o teste de toxicidade crônica 

e concentrações do teste de toxicidade aguda com algas. A preparação das 

amostras foram realizada de duas formas: quantificação total de íons de 

cobre e quantificação dos íons de cobre disponíveis. 

 

 Quantificação dos íons de cobre totais 

A metodologia foi baseada no método EPA n° 3010A (USEPA, 

2007) com algumas modificações: 150 mL das suspensões-testes de NP, 

NC e MP CuO (previamente agitada e acidificada pH < 2) foram 

transferidas para um béquer de teflon de 50 mL (triplicata). Após esta 

etapa, foram acrescentados 1,5 mL de HNO3 concentrado em cada 

béquer. Os mesmos foram cobertos com um vidro de relógio e 

transferidos para uma chapa aquecedora entre 90 – 95° C, até evaporação 

(volume final de aproximadamente 5 mL da amostra). Após o 

resfriamento, foram adicionados 1,5 mL de HNO3 concentrado e mais 1,0 

mL de HCl (10mL/100mL da solução final) e o volume foi aferido ao 

volume inicial (50 mL em cada béquer da triplicata) com água UP 

deixando que o mesmo evapore até um volume de 25 mL. 

Por fim, após o resfriamento, a amostra (extrato digerido) foi 

filtrada em papel filtro de 28 µm de porosidade e com o auxílio de um 

balão volumétrico, aferindo o volume para 50 mL com água UP. As 

amostras foram diluídas conforme a necessidade do equipamento durante 

a leitura. 

 

 Quantificação dos íons de cobre disponíveis 

A metodologia para a quantificação dos íons de cobre disponíveis foi 

baseada em Perreault et al. (2012), onde 150 mL das amostras de NP e 

MP foram centrifugadas (3000 rpm, 10min). O sobrenadante foi retirado 

cuidadosamente, filtrado em membrana de 20 µm de porosidade e 
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acidificado com HNO3 concentrado antes da leitura. As amostras foram 

diluídas conforme a necessidade do equipamento durante a leitura. 

3.4.5 Determinação da Área Superficial 

 A determinação da área superficial para as duas formas estudadas 

foi realizada no Laboratório de Materiais Elétricos (LaMatE) da UFSC 

com o auxilio do equipamento NOVA® Surface Area Analyzer 

(Quantachrome Instruments), e baseada na metodologia BET conforme 

proposto por Webb e Orr (1997). 

  As amostras em pó foram preparadas a 150º C, sob vácuo, durante 

1 hora no próprio equipamento e submetidas a um ciclo contendo um total 

de 14 pontos (p/pº), 7 de adsorção e 7 de dessorção através da injeção de 

nitrogênio líquido. A área superficial específica foi calculada pelo 

software do equipamento através da equação BET (Brunauer, Emmett e 

Teller). 

3.4.6 Determinação do Potêncial Zeta 

A medida do Pz das suspensões foi realizada no Laboratório de 

Catálise Biomimétrica (LaCBio), no Departamento de Química – UFSC 

e “Laboratoire de Toxicologie Environnemetale” da Université du 

Québec à Montréal (UQAM). A análise de Pz foi realizada com o 

equipamento Malvern Zetasizer (Nano ZS; ZEN 3600 model) para os 

meios diluentes ISO e M4 (D. magna) NaCl 2% (A. ficheri) e água UP e 

no equipamento Zeta Plus da BTC (BrookHaven Instruments 

Corporation) para os meio diluentes CHU (S. subspicatus), através do 

método de mobilidade eletroforética a fim de obter a estabilidade das 

suspensões nos tempos de teste nas concentração de 125 mg L-1. 

3.4.7 Determinação do Diâmetro Hidrodinâmico 

O diâmetro hidrodinâmico foi determinado utilizando uma 

concentração de 125 mg L-1 em água UP, meio diluente ISO e M4 (D. 

magna) NaCl 20% (A. ficheri) e CHU (S. subspicatus). O método através 

da dispersão de luz dinâmica, com um calibrador de partículas Zetaplus 

(Brookhaven Instruments Corporation, EUA) e Malvern Zetasizer (Nano 

ZS; ZEN 3600 model) da Laboratoire de Toxicologie Environnemetale 

da Université du Québec à Montréal (UQAM) e Laboratório de Catálise 

Biomimétrica (LaCBio), no Departamento de Química – UFSC 

respectivamente. O objetivo desta análise foi obter o diâmetro 

hidrodinâmico das suspensões nos tempos de teste.  
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3.4.8 Especiação metálica 

 A especiação metálica da NP, NC e MP CuO foi realizada em 

todos os meios diluente dos testes através de modelagem matemática. O 

software utilizado foi o Minteq 3.0. 

3.5 PROCEDIMENTOS PARA MICROSCOPIA DE LUZ 

Os procedimentos necessários para os emblocamentos do 

microcrustáceo D. magna foram realizados no Laboratório de Algas 

Marinhas (LAMAR) da UFSC. Os organismos utilizados para a 

observação foram aqueles expostos a CE50 e ao controle para ambas as 

formulações de estudo. As D. magnas foram fixadas em solução de 

paraformaldeído 2,5%, em tampão fosfato 0,2 M, pH 7,2 por 4 horas, à 4 

ºC. A fixação foi seguida por 2 lavagens em tampão fosfato, por 10 

minutos em cada troca (OURIQUES et al. 2011). 

 Posteriormente, as amostras fixadas foram desidratadas em uma 

série de soluções aquosas de etanol em concentrações crescentes de 30% 

a 100%, com uma troca de 15 minutos em cada concentração, exceto o 

etanol 100%, que foi trocado 2 vezes. Em seguida, o material foi pré-

infiltrado com uma mistura 1:1 de etanol 100% e historesina (Leica 

Historesin, Heidelberg, Alemanha), por 24 horas; logo após, as amostras 

foram infiltradas em historesina pura também por 24 horas. 

 A inclusão foi feita em histo-moldes, adicionando-se polimizador 

na mesma historesina, à temperatura ambiente, por 2-3 horas (ARNOLD 

et al. 1975). As amostras foram cortadas em um micrótomo manual de 

parafina modelo LEICA RM 2135, com navalha de tungstênio. Os cortes 

com espessuras de 5m foram coletados com pinça e distendidos nas 

lâminas de vidro com gotas de água destilada e secos a 37 C, em placa 

quente, por 30 minutos.  

 Os cortes foram corados com solução aquosa de Azul de 

toluidina (AT-O) 0,5 %, durante 30 segundos; em seguida, o material foi 

lavado em água destilada, seco ao ar e montado com bálsamo do Canadá 

(Gordon e McCandless 1973; McCully 1968). Os cortes foram 

observados e fotogravados em microscópio de luz Olympus com sistema 

de captura de imagem, câmara digital (Olympus Q-Color-3C América 

ind.). 

3.6 PROCEDIMENTOS PARA MICROSCOPIA DE TRANSMISSÃO 

Os procedimentos necessários para os emblocamentos do 

microcrustáceo D. magna foram realizados no Laboratório de Algas 

Marinhas (LAMAR), na UFSC e para o emblocamento das algas S. 
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subspicatus foram realizados no “Laboratoire de Toxicologie 

Environnemetale” da Université du Québec à Montréal (UQAM). D. 

magna foram emblocadas após 48 horas de exposição à concentração 

CE50 e as algas S. subspicatus foram emblocadas após 6 horas de 

exposição de 100 mg L-1 e os organismos controle. 

 

 Avaliação da interação entre a NP, NC e MP CuO e 

microcrustáceo: 
Para a análise por MET, as amostras dos controles e tratamentos das 

D. magna, foram fixadas em uma solução de glutaraldeído 2,5%, sacarose 

2,0 %, tamponadas com cacodilato 0.1 M (pH 7.2), pós fixadas em 1% 

tetróxido de ósmio por 4 horas e desidratadas em uma série de 

concentrações crescentes de acetona. 

Posterior à desidratação, o material foi infiltrado em resina Spurr Em 

seguida as secções ultrafinas foram constratadas com acetato de uranila e 

citrato de chumbo. 

As amostras foram analisadas e registradas através de fotos em um 

microscópio eletrônico de transmissão MET (JEM-1011 MET – 100KV), 

do Laboratório Central de Microscopia Eletrônica (LCME) - UFSC.  
 

 Avaliação da interação entre a NP, NC e MP CuO e a alga: 

As algas S. subspicatus expostas ao CuO, foram fixadas no 

“Laboratoire de Toxicologie Environnemetale” da Université du Québec 

à Montréal (UQAM), a fim de avaliar as modificações morfológicas, 

devido a penetração da NP e MP de óxido de cobre pela parede celular. 

Para isso, foi feita a fixação e corte das algas. Assim, foi necessário fazer 

a recuperação das algas dos tratamentos e do controle, através de 

centrifugação. Após, estas foram fixadas com uma solução de 

glutaraldeído 2,5 % e em seguida lavadas com solução tampão cacodilato 

pH 7,2. Após a lavagem, as células foram coradas com tetróxido de ósmio 

2% e deixadas sobre agitação por rotação por 2 horas. Em seguida, as 

células foram novamente lavadas com solução tampão fosfato pH 7,2 e 

desidratadas com um gradiente de solução de acetona. Após isso, inicia-

se a infiltração da resina Epon que foi preparada com solvente orgânico 

acetona nas seguintes proporções: 1:1; 2:1; 3:1 (Epon: Acetona). As 

amostras foram secas à vácuo, por uma noite e cortadas em lâminas 

microscópicas. As imagens estão sendo capturadas em um microscópio 

eletrônico de transmissão MET (JEM-1011 MET – 100KV), do 

Laboratório Central de Microscopia Eletrônica (LCME) – UFSC. 
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3.7 AVALIAÇÃO DA BIOACUMULAÇÃO  

A acumulação de NP, NC e MP CuO em S. subspicatus foi 

avaliada por espectrometria de absorção atômica com forno de grafite 

(GFAAS). A quantidade acumulada foi analisada após períodos de 

exposição de 6 horas, nas concentrações de 0,1; 1; 10 e 100 mg/L de NP, 

NC e MP e organismo controle. Inicialmente, foi preparado um gradiente 

de sucrose (100, 80, 60,40 e 20%) a fim de remover após a centrifugação 

(1000rpm, 15 min) com auxílio de uma centrífuga 5810R (Eppendorf, 

Canada). 

A cultura algacea exposta a NP CuO e MP CuO foi então filtrada 

à vácuo em filtros de celulose, previamente secos e pesados. Após o 

processo de filtração, os filtros permaneceram durante toda a noite em 

forno à 105 ºC e o peso seco será obtido. Em seguida, inicia-se o processo 

de digestão da amostra, realizado em duas etapas: Na primeira etapa, são 

acrescentados 2 mL de ácido nítrico e 500 µL de peróxido de hidrogênio 

a cada uma das amostras. A digestão ocorre durante 8 h, em temperatura 

constante de 120 oC. Na segunda etapa, retira-se 1 mL de cada amostra e 

a fim de ocorrer a digestão a seco, onde evapora-se toda a amostra (1 mL). 

Ao final, 1 mL de ácido nítrico 1 % é adicionado e recupera-se a amostra.  

Em seguida, as amostras foram diluídas com água UP para 0,1 % de ácido 

nítrico e analisadas no GFAAS. As quantidades de Cu solúvel foram 

normalizadas em função do peso seco das algas. 

3.8 TESTES ECOTOXICOLÓGICOS 

As análises toxicológicas foram realizadas através de testes agudos 

e crônicos utilizando como organismo-teste o microcrustáceo de água 

doce D. magna, e testes de toxicidade aguda, utilizando a bactéria 

marinha luminescente A. fischeri e testes de toxicidade com algas verdes 

S. subspicatus. Os testes de toxicidade com D. magna e A. fischeri foram 

realizados na sala de manipulação do LABTOX. Os testes de toxicidade 

com a microalga S. subspicatus foram realizados durante o doutorado 

sanduíche na Universidade du Quebec à Montreal- Canadá. 

3.8.1 Metodologia do cultivo para D. magna 

A metodologia do cultivo do organismo-teste D. magna Straus, 

1820 (Cladocera, Crustacea) foi baseada na NBR 12.713 (ABNT, 2009), 

ISO 6341 (ISO, 1996) e DIN 38412-11 (DIN, 1989). A D. magna foi 

cultivada em béqueres de 2L no meio M4. Durante a preparação do M4, 

parâmetros tais, como pH e dureza, foram analisados. Tanto o meio M4 

como o ISO permaneceram em aeração por no mínimo 12 horas antes da 
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sua utilização, a fim da estabilizações dos sais, saturação do oxigênio 

dissolvido e estabilização do pH. 

Os organismos-testes foram cultivados em lotes de fêmeas, onde 

cada lote possui de 20 a 30 organismos, mantidos a temperatura 

controlada 20 ± 2 °C e com fotoperíodo de 16 horas de luminosidade. Foi 

realizada a manutenção dos lotes com troca do meio M4, retirada de 

filhotes e alimentação com a alga S. subspicatus (ISO 1989) 3 vezes por 

semana. 

O alimento também foi cultivado no laboratório, onde a alga S. 
subspicatus foi inoculada em ambiente estéril CHU (CHU, 1942). A 

cultura, com densidade de aproximadamente 107 células/mL,  foi então 

centrifugada (2000 g) e o precipitado de algas foi ressuspenso em M4 e 

mantido em estoque com temperatura controlada entre 4 até 10 ºC por até 

3 meses. 

3.8.2 Controle da sensibilidade dos organismos 

Os organismos foram testados semanalmente em relação a sua 

sensibilidade, a fim de assegurar que a qualidade dos mesmos esteja 

dentro dos padrões internacionais e garantir com isso a validação dos 

testes realizados, conforme a ISO 6341 (ISO, 1996). Para isso, foram 

realizados testes de toxicidade aguda com a substância de referência 

dicromato de potássio (K2Cr2O7), sendo considerados lotes com neonatos 

aptos para testes de toxicidade aqueles que apresentem CE50, 24h entre 0,6 

e 1,7 mg/L de K2Cr2O7 (ISO, 1996).  

3.8.3 Metodologia de teste agudo com D. magna 

A metodologia do teste de toxicidade aguda utilizando D. magna 

como organismo-teste foi realizada de acordo com a NBR 12.713 (ABNT, 

2009) e consiste na exposição de neonatos (2 até 26 horas de vida) da 

substância a ser testada, por um curto intervalo de tempo (48 horas), tendo 

como resultado a CE50, observada em relação a capacidade natatória ou 

imobilização do organismo-teste. 

As amostras foram testadas com base na exposição de neonatos, 

no controle e em diferentes diluições das suspensões, por um período de 

48 horas. Os testes foram realizados em duplicata, expondo um total de 

20 organismos-testes por diluição (duas réplicas de 10 organismos), 

mantidos à temperatura a 20 a 22º ºC, sem alimentação ou iluminação.  

A primeira observação de imobilidade/mortalidade foi realizada 

após 24 horas do início do teste. Após o tempo de prova (48 horas) foi 
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então observado o número de indivíduos imóveis por suspensão 

(concentração) testada. 

A partir destes dados, foi calculada a porcentagem de imobilidade 

por concentração das suspensões, definindo assim a CE50 e observado o 

fator de diluição (FD). O fator de diluição é representado pela diluição do 

teste que não causa imobilidade dos organismos. A Figura 9 apresenta um 

esquema do teste de toxicidade aguda com D. magna. 

 

Figura 9: Esquema da montagem do teste de toxicidade aguda com D. 
magna. 

 
  

 Para todas as amostras, a concentração inicial foi de 1g L, ou seja, 

100% da amostra. Foram testadas as diluições de 50 %, 25 %, 12,5 %, 

6,25 %, 3,12 %, 1,56 %, 0,78 % e 0,39 % e 0,19 % para NP e MP, 100 %, 

50 %, 25 %, 12,5 %, 6,25 % para PANI, 6,25 %, 3,12 %, 1,56 % 0,78 %, 

0,39 %, 0,19 % e 0,09 % para CuSO4. A suspensão-teste foi 

cuidadosamente homogeneizada e transferida para os béqueres de teste 

com auxílio de uma pipeta.  

A CE50 foi calculada através de métodos estatísticos Probit Method 

(Weber, 1993) para dados paramétricos e Trimmed Sperman-Kaber 

Method (Hamilton, Russo e Thurston, 1977) para dados não paramétricos. 

3.8.4 Metodologia do teste de toxicidade crônica com D. magna 

O teste de toxicidade crônica foi baseado na ISO 10706 (ISO, 

2000) e no protocolo da Organization for Economic Co-operation and 

Development (OECD), o Guideline 211 (OECD, 2012). 

Para realização dos testes foram utilizados organismos neonatos 

com 2 a 26 horas de idade. Estes organismos foram expostos ao controle 

e as diluições-testes de 0,39 % 0,195 %, 0,09755 % e 0,048 % para as NP, 

FD = Fator de Diluição

B 

A 

Réplicas
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e as diluições de 3,125 %, 1,562 %, 0,78 % e 0,39 % para a MP. A 

concentração inicial para as duas formulações foi de 1g L. As diluições 

testadas foram definidas a partir da concentração que não causou efeito 

no teste toxicidade agudo para ambas as formulações e seguindo uma 

razão de 2, objetivando a determinação da CEO e CENO. 

Cada teste teve a duração de 21 dias e o meio diluente foi o M4 

(meio de cultura do cultivo de D. magna). Para cada diluição foi composta 

por 10 réplicas, dispondo individualmente 10 organismos neonatos de D. 

magna em béqueres de 50 mL. 

Os testes foram mantidos nas mesmas condições ambientais que os 

lotes de cultivo, ou seja, temperatura ambiente controlada de 20 ± 2°C e 

luminosidade difusa, com fotoperíodo de 16 horas, alimentado com a 

cultura algacea S. Subspicatus, acompanhando diariamente. Durante o 

teste foi acompanhado e registrado a sobrevivência e o número de jovens 

gerados por fêmea. A manutenção dos testes foi realizada três vezes por 

semana, substituindo a solução-teste antiga por uma nova, a retirada dos 

possíveis filhotes e a manutenção da D. magna adulta. Este procedimento 

caracteriza o teste crônico como sendo um teste semi-estático. A Figura 

10 apresenta um esquema do teste de toxicidade crônica utilizando D. 
magna como organismo-teste. 

 

Figura 10: Ilustração do teste de toxicidade crônica. 

 
Fonte: Fuzinatto, 2009. 
 

Os parâmetros analisados no teste foram a longevidade, 

reprodução e crescimento. Para a determinação da longevidade foi 

observada a sobrevivência dos organismos-teste, ou seja, este parâmetro 
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foi expresso pelo número de organismos adultos sobreviventes nos 21 

dias.  

A reprodução foi avaliada através da contagem dos filhotes 

gerados por réplica no período de duração do teste. Para a avaliação da 

reprodução foi utilizada as seguintes equações:  

       

Média de filhotes por réplica =  número total de filhotes    

                                              n° posturas  

 

Média de filhotes por diluição = somatório das médias por réplica 

                                                      n° réplicas 

 

A D. magna foi avaliada através da variação do seu comprimento 

após 21 dias de teste, sendo considerado comprimento total do organismo 

a distância entre a cabeça até o final da carapaça da D. Magna, 

considerando o espinho apical. 
A medição foi realizada no final do teste, com o auxílio de uma 

lupa de aumento de 40 vezes e uma lâmina com escala milimetrada de 1 

cm. A Figura 11 apresenta a medição do crescimento total da D. magna 
após 21 dias. 

 
Figura 11: D.magna após 21 dias. 

                              

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

      
 

                                     Fonte: COSTA, 2010.               

 

Para a interpretação dos dados obtidos com o controle foi utilizada 

a análise estatística recomendada pela EPA, EPA 821-R-02-013 (EPA, 

2002). Para estes, foi utilizado o programa estatístico Statistic 7.0 através 
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da análise de ANOVA que define a diferença significativa entre grupos 

através da variabilidade entre eles. Este software basea-se no princípio da 

comparação entre os resultados obtidos e controle do teste (p = 0,05). A 

menor concentração em que a diferença significativa exceda este valor é 

considerada como CEO. Determinada a CEO, foi originada a CENO 

como sendo a concentração inferior a CEO.  

3.8.5  Metodologia de teste agudo com a bactéria bioluminescente A. 
fischeri - Sistema Microtox 

O teste de toxicidade aguda com a bactéria marinha luminescente 

A. fischeri foi realizado a partir da metodologia desenvolvida para o 

equipamento denominado Microtox® 500, um luminômetro que baseia-

se na medição da luminescência das bactérias. Este equipamento é capaz 

de medir e registrar a quantidade de luz emitida pelas bactérias através da 

metodologia proposta pela ISO 11348-3 (1998c). 

As bactérias foram expostas a uma gama de concentrações das 

suspensões testadas. A concentração para NP foi de 2g L e para a MP foi 

de 4g L. A redução na intensidade da luz emitida a partir de bactérias 

foram medida juntamente com as soluções padrão e amostras de controle. 

A mudança na saída de luz e a concentração da substância tóxica 

produzem uma relação dose/resposta e os resultados foram obtidos 

através da CE50, 15min. 

Os testes de toxicidade foram realizados em temperatura 

controlada pelo equipamento Microtox, que mantêm a série de diluições 

do teste em 15 ± 1 ºC e o reagente bacteriano a 3 ºC. A medição da 

intensidade luminosa emitida pelas bactérias foi realizada em 2 

momentos: antes de a bactéria entrar em contato com a suspensão a ser 

testada e 15 min após o contato da bactéria. As diluições utilizadas foram 

80 %, 50 %, 33,33 %, e 25 %, 16,67 %, 12,50 %, 8,33 % e 6,25 %. 

Antes do início dos testes alguns cuidados estão sendo tomados em 

relação aos possíveis interferentes, tais como: pH, salinidade e turbidez. 

Inicia-se o teste de sensibilidade com a finalidade de validar o lote de 

bactérias utilizado. A substância de referência usada para este teste foi o 

sulfato de zinco heptahidratado, na concentração de 100 mg L, esperando 

que o valor da CE50, 15mim para esta substância seja entre 3-10 mg L.  

Com os resultados do teste foram determinados através da CE50, 

15min, que corresponde à concentração efetiva que causa a inibição de 50 

% da luminescência em 15 minutos. Os cálculos foram realizados pelo 

software do equipamento Microtox.  
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Devido à necessidade de adição de soluções para a realização do 

teste é impossível a verificação da toxicidade da amostra bruta, sendo que 

a maior concentração da amostra testada foi de 80 %. A Figura 12 ilustra 

a realização do teste de toxicidade aguda com a A. fischeri com o 

equipamento Microtox®. 

 

Figura 12: Ilustração do teste de toxicidade aguda com A. fischeri. 

 

3.9 METODOLOGIA DO CULTIVO PARA ALGA S. subspicatus 

A microalga S. subspicatus foi obtida do UTEX The Culture 

Colletion Center (Texas University, USA) foi cultivada em béqueres de 1 

L em meio CHU, com temperatura controlada de 24 ºC. O meio de cultura 

foi renovado 3 vezes por semana. 

A cultura algacea foi utilizada para testes quando a mesma 

encontrava-se em fase de crescimento exponencial com densidade celular 

de 106 cell mL-1. A densidade da cultura foi determinada através do 

multisizer Z3 (Beckman Coulter Inc., USA) no “Laboratoire de 

Toxicologie Environnemetale” da Université du Québec à Montréal 

(UQAM). 

 

3.10  ENSAIOS DE TOXICIDADE COM ALGAS S. subspicatus 

Os ensaios de toxicidade com as algas foram realizados com 

tempo de exposição de 6 horas, nas concentrações de 0,1; 1; 10 e 100 mg 

L-1, nas mesmas condições do cultivo. Todos os ensaios foram realizados 

durante o estágio sanduíche na Université du Québec à Montréal 

(UQAM). 

3.10.1  Determinação de ROS como indicador de estresse oxidativo 

Para a determinação de ROS, foi utilizado o corante fluorescente 

diacetato de 2,7 - diclorodihidrofluoresceína (H2DCFDA) como 
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marcador, de acordo com Knauert e Knauer (2006). Esse marcador é um 

composto não-polar que ao entrar nas células das algas é transformado 

em sua forma não-fluorescente 2,7 diclorodihidrofluoresceína (H2DCF). 

Quando a formação de ROS for induzida dentro da célula, pela NP e MP 

estudada, o H2DCF é convertido em 2,7- diclorofluoresceína (DCF) com 

uma alta intensidade de fluorescência.  
A leitura do teste foi feita após 6 horas de exposição a NP, NC e 

MP CuO adicionando o reagente marcador do parâmetro a ser analisado. 

Para uma alíquota de 2 mL de volume do tratamento, incluindo o controle, 

foram adicionados 5 μL da solução estoque do marcador H2DCFDA na 

concentração 10 mM, preparada em etanol e armazenada à -20 °C sobre 

proteção da luminosidade. 

Após 30 minutos de adaptação no escuro, as algas foram expostas 

a uma luz azul de excitação a 485 nm, que foi utilizado para medir a 

emissão de fluorescência a 530 nm (SpectraMax M2). Os resultados 

foram normalizados em relação ao FDA. 

3.10.2 Viabilidade Celular 

Para a determinação da viabilidade celular foi analisado como 

parâmetro a atividade enzimática das esterases. As avaliações foram feitas 

após 6 horas de exposição das algas nas concentrações de 0,1, 1, 10 e 100 

mg L-1 de NP, NC e MP CuO. Como controle foi utilizado apenas algas e 

o meio de cultura. 

  Tratamentos e controle foram avaliados em triplicatas. As 

células viáveis foram determinadas de acordo com Mayer et al. (1997), 

onde foram tratadas com 5uL de uma solução de 10 mM de diacetato de 

fluoresceína (FDA) em 2 mL de meios de solução. 

Depois de 30 minutos de adaptação no escuro, as algas foram 

expostas luz à azul de excitação no comprimento de 485 nm que foi usada 

para medir a emissão de fluorescência a 530 nm (SpectraMax M2). 

 
3.10.3 Dosagem dos pigmentos clorofilianos 

 
A quantificação dos pigmentos clorofilianos, clorofila a, 

clorofila b, clorofila total (clorofila a + clorofila b) e carotenoides, foi 

realizada após 6 horas de exposição. Para cada réplica do teste, foi 

utilizado 1 mL da amostra, que foi transferida para tubos eppendorfs e 

centrifugada a 10000 rpm, por 10 minutos. Após a centrifugação, foi 

descartado o sobrenadante e adicionado 1 mL de metanol para a extração 

dos pigmentos.  
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As absorbâncias foram medidas nos comprimentos de onda de 

470; 652,4; 665,2 e 750 nm, de acordo com Lichtenthaler (1987). As 

equações (5-8) foram utilizadas para calcular a clorofila a, clorofila b, 

clorofila total e carotenoides. 

 
Clorofila Total (µg/mL):  

[24,93 x (A652, 4 – A750) + 1,44 x (A665, 2 – A750)] x Vmetanol / Vcultura         Eq. (5) 

 

Clorofila a (µg/mL):  

[16,72 x (A665, 2 – A750) – 9,16 x (A652, 4 – A750)]  x Vmetanol / Vcultura        Eq.  (6) 

 

Clorofila b (µg/mL):  

[34,09 x (A652, 4 – A750) – 15,28 x (A665, 2 – A750)]  x Vmetanol / Vcultura     Eq. (7) 

 

Carotenoides (µg/mL):  

[1000 x (A470 – A750) – (1,63 x Clh a – 104,96 x Clh b) /221] x Vmetanol / 

Vcultura                                                                                                                                                         Eq.  (8) 

 

3.10.4 Avaliação do nível de Fluorescência Clorofiliana – Eficiência do PII 

(P.I. PSII) 

A avaliação da fluorescência clorofiliana a foi mensurada no 

final do tempo de exposição (6 horas). Para essa avaliação, as algas do 

tratamento e do controle foram adaptadas à escuridão por 30 minutos 

antes da medida, para obter o equilíbrio das reações de óxido-redução do 

transporte de elétrons dos fotossistemas PS II e PS I. 

Após a adaptação ao escuro, uma alíquota de 5μg de clorofila total de 

cada réplica foi filtrada em filtro de fibra de vidro 13mm (Millipore). As 

algas depositadas nesse filtro foram inseridas no aparelho para leitura.  

Foram analisadas as concentrações de 0,1; 1; 10 e 100 mg L-1. Para o 

controle foi utilizado apenas o meio de cultura com as algas. Os aparelhos 

utilizados para a leitura foram um fluorômetro portátil (Plant Efficiency 

Analyzer, PEA, Hansatech® Ltda, UK) um fluorômetro de clorofila 

(MAXI- Imaging PAM, Walz, Germany). 
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CAPÍTULO IV - RESULTADOS E DISCUSSÃO 

  

Neste tópico são apresentados os resultados obtidos durante a 

tese de doutorado. Os resultados de caracteriazação e toxicidade aguda e 

crônica com D.magna e A. fischeri constam nos artigos Rossetto et 

al.(2014ª) – Apêndice 1 e Rossetto et al.(2014b) –Apêndice 2. 

4.1 CARACTERIZAÇÃO DAS NP, NC E MP CuO 

4.1.1 Microscopia Eletrônica de Transmissão 

Os resultados aqui apresentados referem-se as NP e MP 

utilizando como diluente a água ultra pura e os meios de testes utilizados 

no teste de toxicidade (ISO, M4, CHU e NaCl 2%). Através da 

microscopia eletrônica de transmissão – MET (Quadro 2) pode-se 

observar que as NP e MP apresentam morfologia irregular e com 

formação de aglomerados.  

Com auxilio das micrografias obtidas pelo MET (Quadro 2) foi 

possível observar a morfologia da NP, NC e MP em meio aquoso e sua 

tendência à aglomeração devido as forças iônicas originadas das cargas 

positivas e negativas dos compostos constituintes do meios diluentes. 

Com auxílio destas imagens foi possível observar e prever o estado de 

aglomeração das mesmas em diferentes meios aquosos, devido ao efeito 

de cargas superficiais. 

O Pz (Tab. 2) mostra que a superfície da NP, NC e MP são 

carregadas por cátions (valor negativo do Pz) e provavelmente por cátions 

bivalentes (Cu+2), que podem adsorver matéria orgânica  e/ou outras 

moléculas orgânicas (Chen e Elimelech, 2006), afetando o equilíbrio 

entre forças de atração e repulsão que controlam o estado de aglomeração 

das partículas e a interação com o sistema biológico influenciando na 

toxicidade. 

Em meios aquáticos, segundo Batley et al. (2013), as partículas 

tendem a se aglomerar, e a extensão da aglomeração é dependente de 

carga de superfície, forma e tamanho de partícula e pH do meio. Nota-se, 

que quanto maior o grau de complexidade do meio diluente, maior o 

estado de aglomeração. Esta observação foi também apresentada no 

estudo realizado por Zhu et al. (2008) que mostram que o tamanho das 

NP e seu estado de aglomeração estão relacionados com a complexidade 

do meio diluente. 

Em relação aos resultados obtidos, observa-se que todos os meios 

diluentes utilizados favoreceram a aglomeração das NP, NC e MP.   
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Observa-se no Quadro 2, quando utilizou-se o meio diluente água 

ultra pura, a formação de aglomerados em todas as suspensões de NP, NC 

e MP analisadas. O tamanho das partículas variou entre 30-150 nm, sendo 

que as maiores NP foram a NP CuO-MTI. Foi possível confirmar o 

revestimento com polianilina do NC CuO-PANI e que este revestimento 

favoreceu o estado de aglomeração da NP CuO-LABTOX, e por fim, foi 

possível diferenciar o maior tamanho das MP e relação a NP e NC. 

Analisando as imagens com o meio diluente ISO no Quadro 2 

observou também a formação de aglomerados. Costa (2014) observou em 

seu estudo a formação de aglomerados com NP Cr2O3 quando utilizado o 

mesmo meio diluente. Rossetto (2014a) observou a formação de 

aglomerados de NP CuO utilizando o meio ISO. Em todas as NP 

visualizadas, os aglomerados formados foram superiores a 100 nm. As 

NP apresentaram tamanho variados.  

O meio M4 também observou a formação de aglomerados e 

tamanho variados das NP. O meio M4 possui mais compostos em relação 

ao ISO, ou seja, possuía menor força iônica, do que o meio M4, pois ele 

era composto apenas pelas 4 promeiras soluções do meio M4. 

  No meio CHU foi o que apresentou a formação de aglomerados 

mais densos e com tamanho superior a 1 µm para todas as NP, isso já era 

eperado pois este meio é o que possuía a maior força iônica entre todos 

os meios analisados.  

A presença de sais monovalentes tais como Na+ e Cl-, 

constituintes do meio de teste da bactéria A. fischeri, aumenta a força 

iônica do meio conforme reportado por Baker et al. (2014). Em água 

salgada o aumento da salinidade, e, por conseguinte, a força iônica, reduz 

a negatividade da mobilidade electroforética das partículas incentivando 

assim a aglomeração (BATLEY et al. 2013). A aumento do estado de 

aglomeração devido a força iônica pode ser observado no quadro 2 para 

o meio NaCl 2%. Observa-se entre estas imagens a diferenciação entre 

tamanho nanométrico e micrométrico. 

Portanto, com base na imagens obtidas, verifica-se que, para 

todos os meios, a NP CuO-SIGMA foi a que apresentou menor tamanho 

de partículas e maiores aglomerados formados. Os tamanhos das NP eram 

inferiores a 100 nm. A NP CuO-MTI apresentou maior tamanho de 

partículas em comparação com as outras NPs em todos os meios 

analisados. As NP CuO-LABTOX e NC CuO-PANI apresentaram 

tamanhos similares variando entre 50-100nm, e também foi possível 

confirmar o revestimento do NC CuO-PANI com polianilina. E por fim, 

foi possível confirmar a diferença entre escala nanométrica e 

micrométrica das NP e MP em todos os meios utilizados.  
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100 nm 100 nm 

100 nm 100 nm 200 nm 

500 nm 

200 nm 

Quadro 2: Microscopia eletrônica de transmissão das NP em diferentes meios diluentes. 
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4.1.2 Difração de Raio-X 

Os difratogramas da figura 13a mostraram os picos de difrações 

das NP e MP CuO identificados em 2θ = 32.50º (110), 35.42º (002), 

38.70º (111), 48.72º (202), 53.49º (020), 58.27º (202), 61.52º (113), 

66.22º (311) e 68.12º (220), A partir dos picos foi identificada a estrutura 

de fase cristalina com sistema cristalino moniclínico característico do 

CuO na fase tenorita com geometria cúbica de fase centrada conforme os 

bancos de dados ICSD code (JCPDS No. 89-5898) como também 

reportado por Massarotti et al. (1998). A figura 13B mostra os 

difratogramas das NP de CuO, PANI e NC CuO-PANI. O difratograma 

da PANI mostrou um comportamento amorfo característico com picos em 

2θ = 14.98º, 19.65º e 24.50º ( Du et al., 2004). Os picos amorfos da PANI 

não foram visualizados no difrartograma do NC CuO-PANI devido a 

pequena quantidade de PANI em relação à NP CuO. 

 
Figura 13: Difatogramas: A) NP CuO (Sigma, MIT e LABTOX) e MP CuO Bulk 

e B) da NP CuO LABTOX, PANI e NC CuO-PANI.  

O diâmetro do cristalito foi calculado através da equação de 

Debby-Scherrer. A distância da base dos picos é inversamente 

proporcional ao diâmetro do cristalito, ou seja, quanto mais larga for a 

base do pico menor é o diâmetro cristalito. Uma seta de indicação da base 

do pico foi inserida abaixo do terceiro pico nos difratogramas da figura 

13a. Com o diâmetro médio encontrado pode-se afirmar que cada NP 

possuem de dois a três cristalitos na sua formação, e a MP possui em 

média 50 cristalitos na sua composição. Segundo Vieira et al. (2009) o 

valor médio do diâmetro do cristalito encontrado para o CuO variou entre 

22,4 e 30,4 nm, valores estes que estão próximos aos encontrados nesta 

tese. Com base nos difatogramas (Figura 13A) os valores médios dos 
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cristalitos foram calculados e os valores obtidos foram são apresentados 

na tabela1. 
 

Tabela 1: Diâmetro dos cristalitos 

Partículas Diâmetro do cristalito (nm) 

NP CuO-MTI 37,83 ± 3,95 

NP CuO-SIGMA 19,83 ± 2,57 

NP CuO-LABTOX 25,20 ± 2,43 

NC CuO-PANI 25,20 ± 2,43 

MP CuO 30,65 ± 3,23 

4.1.3 Área superficial (AS) 

Os resultados apresentados na Figura 14 referem-se à área 

superficial das NP e MP de CuO e mostram que a ordem decrescente em 

relação ao tamanho da área superficial foi: NP CuO-SIGMA > NC CuO-

PANI > NP CuO-LABTOX > NP CuO – MTI > MP CuO. 

A NP CuO-SIGMA apresentou a maior área superficial (28,48 

m2/g) em relação as demais NP, NC e MP, esta diferença já era esperada, 

pois, segundo o fabricante Sigma-Aldrich, a NP CuO-SIGMA possuí 

tamanhos de NP inferiores a 50 nm, sendo esta então, as menores NP 

avaliada. Segundo o fabricante, a área superficial da NP é de 29 m2/g, 

validando assim a metodologia utilizada. 

Observa-se que apesar da NC CuO-PANI aumentou em 10 nm o 

tamanho na NP CuO-LABTOX (NP sem revestimento) esta apresentou 

área superficial maior do que a NP sem revestimento (NP CuO-

LABTOX), isso pode ser explicado devido ao fato do revestimento 

favorecer a formação de aglomerados (Quadro 2) e também devido ao 

fato da mesma possuir maior área de contato devido à polimerização da 

anilina na superfície da NP. Adicionalmente, o polímero pode apresentar 

elevada porosidade aumentando assim a superfície de contato com o gás 

durante a análise, aumentando assim a área superficial. Melegari et al. 

(ainda não publicado) mostra que também foi observado aumento da área 

superficial do NC ZnO em comparação a NP ZnO. Em um estudo 

publicado por Bondarenko et al. (2012), a área superficial específica da 

NP CuO foi de 25,5 m2/g, corroborando com os resultados obtidos da NP 

CuO-SIGMA e para a MP CuO. No entanto, a MP apesar de apresentar a 

menor área superficial, ou seja, menor área de interação com o meio 

apresentou área superficial superior à encontrada neste estudo. 

A relação entre área superficial e toxicidade foi apresentada com 

os resultados de toxicidade. 
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Figura 14: Comparação da área superficial entre NP e MP. 
 

 

4.1.4 Quantifição iônica  

4.1.4.1 Espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado 
(ICP-MS) 

 A análise por ICP-MS foi realizada a fim de quantificar a 

liberação de íons de Cu total nas suspensões de NP CuO-LABTOX e NC 

CuO-PANI nos meios de teste ISO (toxicidade aguda D. magna), meio 

M4 (toxicidade crônica D. magna) e NaCl 2% (solução utilizada para o 

ensaio com A. fischeri) nos tempos de exposição de 0 h e 48 h (Tabela 2). 

Cada valor de dado é uma média de três medidas ± desvio padrão. 

 Os resultados indicaram que o revestimento com o polímero 

PANI impede significantemente (p<0,05) a liberação de íons de Cu em 

cerca de 20% nos meios de testes utilizados quando comparado as NP 

sem revestimento. Estes resultados sugerem que o revestimento com a 

PANI regula a libertação de íons de Cu. 
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Tabela 2: Quantificação de íons de Cu total 

Suspensões 
Meio 

diluente 
0 h (mg L-1) 48 h (mg L-1) 

NP CuO-LABTOX 
ISO 

112,5 ± 11,88 94,81 ± 7,64 

NC CuO-PANI 91,13 ± 2,76 78,42 ± 3,45 

NP CuO-LABTOX 
M4 

88,86 ± 7,20 109,98 ± 4,24 

NC CuO-PANI 69,20 ± 7,40 82,71 ± 4,18 

NP CuO-LABTOX 
NaCl 2% 

82,74 ± 6,34 n/a 

NC CuO-PANI 66,22 ± 2,32 n/a 

 

 A dissolução de íons está relacionada com o pH do meio. 

Segundo Wu (2012), em pH menor que 4,5 a NP libera maior 

concentração de íons de Cu. Com base no pH (Tabela 3) da NP CuO-

LABTOX e NC CuO-PANI, pode-se afirmar que a maior liberação de 

íons em meio ISO se deu provavelmente devido ao menor pH em 

comparação com o meio M4 durante a preparação das amostras antes da 

leitura. No meio NaCl 2% a menor concentração se deu provavelmente 

devido a complexação no meio de teste antes da leitura. 

Tabela 3: pH em diferentes meios diluentes 

Meio diluente NP CuO-LABTOX NC CuO-PANI 

ISO 7,12 ± 0,02 7,42 ± 0,03 

M4 7,69 ± 0,05 7,84 ± 0,00 

NaCl 2% 6,08 ± 0,01 6,39 ± 0,02 

4.1.4.2 Cinética de liberação de íons durante 21 dias – D. magna 
Espectrometria de absorção atômica – forno de grafite   

A seguir são apresentados os resultados da quantificação total de 

íons de Cu, não foi possível quantificar a parcela biodisponível das 

amostras devido a sensibilidade do equipamento. 

 Os resultados (Figura 15) mostram o comportamento irregular 

de liberação de íons durante o período avaliado. Em média, ocorreu 

apenas 10% da liberação de íons com a técnica utilizada para a abertura 

das amostras. Segundo Semich et al. (2014), a NP CuO libera maior 
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quantidade de íons quando comparado com a MP CuO, afirmação esta 

que corrobora com os resultados aqui obtidos.  

 A maior quantificação de íons de Cu aconteceu no tempo zero 

da análise, sendo que a liberação tendeu a se estabilizar após 144 horas, 

ou seja, após 6 dias de teste. No tempo de 144 horas, a porcentagem 

liberada foi de 2,79% para NP CuO-MTI, 3,28% para NP CuO-SIGMA, 

4,05% para NP CuO-LABTOX, 3,73% para NC CuO-PANI e 1,45% para 

MP CuO. Segundo Semich et al (2014) a liberação na NP ocorre mais 

rapidamente do que a do MP. Isso ocorre devido a maior área superficial 

das NP em relação a MP. Isso pode ser provado com esta tese pois em até 

6 dias, a NP CuO liberou em média 3,63%, enquanto que a MP 1,45% e 

a mesma possui área superficial maior do que a MP. Além disso, segundo 

Bondarenko et al. (2012) a solubilidade da NP CuO é de 10% enquanto 

que para a MP é 0,1%. A diferença nas porcentagens obtidas nesta tese se 

dá ao fato de possuirmos 4 diferentes NP com diferentes tamanhos e área 

superficial, e a MP apresentar maior área superficial do que a MP avaliado 

por este autor. 

Segundo Perreault et al. (2012), que em seu estudo avaliou a 

toxicidade da NP CuO revestida por um polímero em algas verdes, o 

revestimento com o polímero altera a solubilidade da NP CuO, pois a 

fração solúvel de Cu da NP sem revestimento foi 70% maior do que a NP 

revestida em meio HSM. Os resultados desta tese corroboram com os 

resultados obtidos por Perreault et al. (2012), pois a NP CuO em 6 dias, 

liberou 4,05% da concentração inicial enquanto que a NC CuO-PANI 

liberou 3,73%, podendo, portanto observar que apesar de não haver 

diferença significativa no tempo zero, o revestimento inibiu em curto 

prazo a liberação de íons de Cu podendo prolongar o efeito biocida da NP 

CuO. 

 Ao analisar a cinética de liberação de íons de Cu observa-se que 

a NP que liberou maior concentração de íons de Cu nas primeiras 144 

horas foi a NP CuO-LABTOX seguido pelo NC CuO-PANI, NP CuO-

SIGMA, NP CuO-MTI e MP CuO. Os gráficos obtidos indicam que tanto 

a NP CuO-LABTOX como o NC CuO-PANI apresentou picos de 

liberação de íons, fato este que pode estar relacionado com os resultados 

obtidos no teste de toxicidade crônica com D.magna.  

O pH não foi considerado um fator físico-químico que pudesse 

interferir na liberação dos íons de cobre, pois durante toda a realização do 

teste, o pH não sofreu alteração, sendo-se neutro. 
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Figura 15: Cinética de liberação de íons de Cu durante 21 dias em meio M4. (A) 
NP CuO-MTI; (B) NP CuO-SIGMA; (C) NP CuO-LABTOX; (D) NC CuO-

PANI e (E) MP CuO.  
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4.1.4.2 Cinética de liberação de íons durante 6 horas – S. Subspicatus -     
Espectrometria de absorção atômica – forno de grafite   

A cinética de liberação de íons de Cu na forma biodisponível foi 

realizada no meio de teste CHU utilizado para o teste de toxicidade com 

as algas verdes S. Subspicatus no tempo de 0h e 6h, tempo de duração do 

teste de toxicidade. Cada valor de dado é uma média de três medidas ± 

desvio padrão.µ 

Na Tabela 4 são apresentados os resultados da cinética de 

liberação de íons. Considerando a maior concentração de CuO testados 

(100mg/L), a NP CuO-LABTOX foi o NM que mais liberou íons em 

ambos os tempos analisados (5,63% em 0 hora e 7,16% em 6 horas) 

apresentando um aumento significativo (p<0,05). Estes valores 

corroboram com o estudo de Bondarenko et al. (2012), onde foram 

demonstrados que apenas 10% de íons de Cu sāo solubilizados da NP 

CuO como mencionado anteriormente. Além disso, para esta 

concentração, a ordem de liberação de maior concentração de íons de Cu 

no tempo zero foi: NP CuO-LABTOX, NP CuO-SIGMA, NC 

CuO/PANI, NP CuO-MTI e MP CuO. No tempo zero é possível afirmar 

que a NP libera maior concentração de íons de Cu quando comparada 

com a MP. Para tempo de exposição de 6 horas, a ordem de liberação de 

íons foi: NP CuO/LABTOX, NC CuO/PANI, NP CuO/SIGMA, NP 

CuO/MTI e MP CuO, com isso também pode-se afirmar que na mesma 

concentração, a NP libera maior concentração de íons quando comprado 

com a MP.  
Uma particularidade foi observada em relação aos resultados, no 

tempo zero a NP CuO-SIGMA liberou maior quantidade de íons de Cu 

do que o NC, já em 6 horas, o NC liberou maior quantidade de íons de 

Cu. Isso aconteceu provavelmente, porque no tempo zero, a NP 

apresentava-se menos aglomerada do que o NC, uma vez que seu 

tamanho em pó era <50 nm e o NC entre 50-100nm, e já em 6 horas as 

NP trabalhavam em blocos de aglomerados diminuindo a liberação de 

íons em comparação ao NC como mostrado no Quadro 2, a NP CuO-

SIGMA foi a que apresentou menor tamanho de partículas e maiores 

aglomerados formados. 
 O pH não foi considerado como um facilitador da dissolução de 

íons de cobre, pois todas as suspensões apresentaram pH neutro estando 

dentro do intervalo de 7,00-8,00. 
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Tabela 4: Cinética de liberação de íons de Cu em meio CHU no tempo de 0 e 6 horas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 0,1 mg/L 1 mg/L 10 mg/L 100mg/L 0,1 mg/L 1 mg/L 10 mg/L 100mg/L 

0 horas 6 horas 

NP CuO-

MTI 

0,04±0,01 0,01±0,01 0,36±0,01 2,07±0,01 0,02±0,03 0,04±0,04 0,71±0,01 0,99±0,01 

NP CuO-

SIGMA 

0,05±0,02 0,61±0,03 1,72±0,01 4,36±0,06 0,06±0,04 

 

0,07±0,08 

 

1,35±0,01 

 

2,55±0,01 

 

NP CuO-

LABTOX 

0,10±0,03 0,16±0,07 1,53±0,01 5,63±0,01 0,02±0,23 0,11±0,06 2,79±0,09 7,16±0,01 

NC CuO-

PANI 

0,01±0,32 0,12±0,03 0,79±0,09 4,21±0,01 0,02±0,01 0,05±0,02 2,59±0,03 3,65±0,08 

MP CuO 0,01±0,05 0,18±0,09 0,84±0,01 1,13±0,01 0,01±0,04 0,19±0,04 0,28±0,01 0,51±0,07 
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4.1.5 Potencial zeta (Pz) e Diâmetro hidrodinâmico (Dh)  

Os resultados aqui apresentados referem-se à cinética do Pz e Dh 

da NP e MP em água UP e nos meios diluentes utilizados nos testes de 

toxicidade (ISO, NaCl 2%, M4 e CHU). Assim eles foram mensurados 

nos tempos de exposição inicial e final dos referidos testes para avaliar o 

efeito do tempo sobre esses parâmetros. Os resultados estão apresentados 

nas Tabelas 5 e 6. Os resultados foram expressos em média de três 

medidas ± desvio padrão. 

O Pz está diretamente relacionado com a estabilidade das 

suspensões, e com isso a interação das partículas com o meio devido à 

dupla camada. Quanto mais estável, menor a sedimentação das partículas. 

Segundo Jo et al. (2012), NP que possuem valores absolutos de Pz maior 

que 30 mV são consideradas mais estáveis. Além disso, sabe-se que o Pz 

pode ser influenciado pelo pH (BERG et al., 2009), concentração e tipo 

de íons presentes (força iônica) e a concentração de outras moléculas 

(DOORLEY e PAYNE, 2011) no meio dispersante.  

Com base nos resultados apresentados (Tabela 5) foi possível 

observar que tanto a NP como MP estão carregadas positivamente e que 

a estabilidade das suspensões aumento consideravelmente com a 

mudança do meio diluente. A MP mostrou-se mais estável em todos os 

meios diluentes analisados. 

Os resultados apresentados (Tabela 5) são referentes ao Pz de 

todas as suspensões em água ultra pura. Todas as NP apresentaram mais 

instáveis do que a MP.  A NP CuO-SIGMA, apesar do menor tamanho 

das partículas entre as NP, foi a que apresentou melhor estabilidade. 

Observa-se que o revestimento com anilina do NC favoreceu a maior 

estabilidade do NC em comparação com a NP CuO-LABTOX. 

Analisando os resultados apresentados de Pz em meio ISO nos 

tempos de exposição do teste agudo com D. magna (0 e 48h), observa-se 

uma diminuição significativa (p<0,05) quando comparados a água UP 

para todas as NP, exceto para NP-MTI e NC que apesar do pequeno 

aumento do Pz, não apresentou diferença significativa (p<0,05) em 

relação ao meio diluente água UP. Este incremento provavelmente 

aconteceu devido ao revestimento com PANI, pois a PANI (Pz -17,03 ± 

3,13) se apresentou menos instável quando analisada separadamente, 

podendo influenciar no Pz do NC. Em 48 h, verificou-se que as 

suspensões tendem a se tornaram mais estáveis, com o incremento dos 

valores de Pz. Este fato pode estar relacionado com o aumento do 

diâmetro das NP (Tabela 6), favorecendo a sedimentação de grandes 

aglomerados e mantendo em suspensão apenas partículas de menor 

diâmetro. Segundo Costa (2014) para a NP Cr2O3, observou-se 
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variabilidade nos valores de Pz e Dh com a alteração do meio da 

suspensão. A NP Cr2O3 suspensa nos meios diluentes ISO, M4, NaCl 2% 

e RPMI demonstrou uma forte aglomeração, visualizada pela aumento do 

Dh em relação à mesma NP suspensa em água UP. Este mesmo fato foi 

observado nos resultados mostrados nas tabelas 5 e 6. 
Observando os resultados do Pz em meio diluente NaCl 2%, 

verifica-se que todas as suspensões apresentaram uma diminuição 

significativa (p<0,05) em relação ao meio diluente água UP. Os 

parâmetros Pz e Dh no meio diluente NaCl 2% foram apresentados apenas 

no tempos 0 h, pois o tempo de exposição (15 e 30 minutos) não foram 

considerados relevantes para que ocorressem modificações significativas 

desses parâmetros. Quando comparada a estabilidade deste meio com os 

outros meios diluentes testados, este apresentou-se o mais instável. Este 

fato pode estar relacionado com o aumento da força iônica devido à 

presença dos íons Na+ e Cl-. Carneiro da Cunha et al. (2011) 

reportortaram que o aumento na concentração de NaCl do meio diminui 

o valor médio do Pz. Buffet et al. (2010) mostraram que, em água do mar, 

houve um aumento significativo dos diâmetros das NP e as suspensões 

tornaram-se mais instável devido à diminuição do Pz em comparação ao 

controle. Entre as NP, o NC apresentou menor Pz em relação as outras 

partículas. A MP mostrou-se mais estável neste meio. Na Tabela 6 é 

possível observar os Dh dos materiais testados neste meio. Nota-se que 

todas as amostras possuem diâmetros superior a 1μm, e a formação de 

aglomerados pode novamente ser relacionada com a forca iônica do meio. 

Observando os resultados de Pz do meio diluente M4 nos tempos 

de exposição 0 e 432 h (21 dias), tempos de exposição do teste de 

toxicidade crônica, verificou-se que todas as suspensões apresentaram 

uma diminuição significativa (p<0,05) em relação ao controle água UP. 

Mais uma vez, a força iônica pareceu influenciar a estabilidade da 

suspensão, pois o meio M4 possui muitos íons presentes em sua 

composição (DOORLEY e PAYNE, 2011). Após 21 dias, todas as 

suspensões apresentaram um incremento significativo (p<0,05) na 

estabilidade quando comparado com o tempo de 0 h. Isso pode ter 

ocorrido pelo fato de que grandes aglomerados tenham se sedimentado 

mantendo em suspensão apenas partículas de menor tamanho, 

favorecendo assim ao aumento da estabilidade das suspensões (Tabela 5).  

Avaliando os resultados de Pz para o meio CHU nos tempos de 

0 e 6 horas, observa-se que este meio apresentou a melhor estabilidade 

quando comparados os outros meios. Para este meio, também foi 

observado um incremento significativo (p<0,05) na estabilidade das 

suspensões com o passar do tempo. Este fato pode estar relacionado 
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também com a sedimentação dos grandes aglomerados formados. Costa 

(2014) também observou aumento do Pz para suspensões expostas ao 

meio HSM utilizado para cultura com as algas verdes C. reinhardtii 
quando comparado com os meios ISO e M4. 

Em relação ao diâmetro hidrodinâmico, em todos os meios, foi 

observado a formação de grandes aglomerados. Este fato está relacionado 

com a formação de forças de Van Der Waals que influencia as forças de 

atração e repulsão entre NP e compostos químicos presentes no meio 

diluente, favorecendo o estado de aglomeração. 
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Tabela 5: Comportamento dos valores de Pz dos materiais testados nos diferentes meios de cultivo e tempos de 

exposição (média ± desvio padrão; n=3; *p<0,05 com relação a água UP).  

 

Tabela 6: Comportamento do Dh dos materiais testados nos diferentes meios de cultivo e tempos de exposição 

(média ± desvio padrão; n=3; *p<0,05 com relação a água UP). 

 

Amostras 

Pz (mV) 

Água UP 
ISO NaCl 2% M4 CHU 

0h 48h 0 h 0h 432h 0h 6h 

NP CuO-MTI -14,13±0,98 -13,20±2,76 -11,30±1,24 -11,06±0,98 -9,97±1,87 -9,10±1,11 -35,19±0,21 -36,52±3,21 

NP CuO-SIGMA -22,47±2,82 -5,87±0,23 -8,70±0,76 -3,28±0,10 -2,58±0,43 -13,16±1,09 -27,44±1,91 -33,10±1,23 

NP CuO-

LABTOX 
-11,73±0,06 -8,00±1,54 -7,52±1,58 -3,66±0,75 -5,57±1,76 -9,87±1,30 -12,73±2,27 -19,91±0,76 

NC CuO-PANI -12,80±0,25 -14,60±2,76 -16,20±0,67 -3,40±0,24 -11,82±0,87 -14,21±1,07 -25,75±1,25 -27,31±1,01 

MP CuO -33,68±0,74 -23,30±1,89 -24,20±1,76 -10,70±1,46 -20,81±2,54 -29,52±1,12 -36,41±2,58 
-37,53±0,23 

 

Amostras 

Dh (nm) 

Água UP 
ISO NaCl 2% M4 CHU 

 0h  48h 0h 0h 432h 0h 6h 

NP CuO-MTI 302,01±31,31 1564,71±54,45 2308,2±63,10 1581,36±67,62 1017,21±136,32 810,95±76,93 929,60±39,56 1215,32±59,88 

NP CuO-

SIGMA 
458,25±14,95 2091,20±33,92 2115,1±73,81 1382,07±31,08 809,81±98,29 1138,74±42,90 1153,59±12,9 1254,38±61,91 

NP CuO-

LABTOX 
358,56±25,30 2034,14±84,77 1731,3±52,22 1344,51±87,90 782,90±27,14 1468,60±54,11 743,37±39,10 851,60±14,45 

NC CuO-PANI 401,11±36,23 1811,19±39,35 1673,8±78,99 1363,17±64,74 897,39±58,72 1632,39±102,32 795,32±61,40 987,82±54,97 

MP CuO 1890,21±88,58 2397,78±87,12 3950,9±130,21 n/d 1651±230 1954,51±89,40 1568,01±146,54 n/d 
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Sabe-se que o Pz e liberação de íons podem ser influenciados 

pelo potencial Hidrogeniônico (pH) do meio (Chang et al 2012), sendo o 

pH o fator mais importante que influencia o Pz. Sabe-se que suspensões 

com pH entre 4 e 8 podem ser consideradas instáveis.   

Quando analisados os resultados da Tabela 7, observa-se que 

houve um incremento significativo (p<0,05) do pH de todas as NP e MP 

em todos os meios utilizados, exceto no meio NaCl 2% onde houve uma 

diminuição significativa quando comparado com a mesma suspensão em 

UP. A diminuição do pH está relacionada com o aumento da força iônica.   

 

Tabela 7: pH das suspensões em diferentes meios diluentes 

pH UP ISO M4 NaCl 2% CHU 

NP CuO-MTI 6,78±0,01 7,56±0,12 7,65±0,09 6,51±0,23 7,56±0,01 

NP CuO-
SIGMA 

6,54±0,01 7,24±0,35 7,83±0,01 6,47±0,00 7,26±0,02 

NP CuO 
LABTOX 

6,32±0,02 7,12±0,02 7,69±0,05 6,08±0,01 7,02±0,01 

NC CuO-PANI 6,46±0,03 7,67±0,08 7,84 ± 0,0 6,39±0,02 7,43±0,02 

MP CuO 6,98±0,01 8,23±0,05 8,42±0,01 6,75±0,08 7,87±0,07 

4.1.6 Especiação metálica  

Os resultados da especiação de íons de Cu (Tabela 8) mostram 

que as principais espécies formadas quando o CuO foi adicionado ao meio 

ISO, utilizado para o teste de toxicidade aguda com D. magna, foram íons 

de Cu+2 e os complexos iônicos Cu3(OH)4
+2 e Cu2(OH)2

+2. No meio M4, 

utilizado para teste de toxicidade crônica com D. magna, observou-se 

uma maior concentração de íons de Cu+2, seguidos da formação dos 

complexos Cu3(OH)4
+2 e Cu2(OH)2

+2, carbonato de Cu (CuCO3(aq)). Estas 

espécies são normalmente encontradas em meios aquosos com 

concentrações elevadas de Cu II e pH=6, como descrito por Powell et al. 

(2007). Quando a especiação foi realizada no meio NaCl (2 %), meio 

utilizado para o teste de toxicidade com a bactéria bioluminescente 

observou-se uma maior quantidade de íons de Cu+2 em solução. No meio 

CHU, utilizado para teste com as algas verdes S. subspicatus, observou-

se com a especiação química que a espécie em maior abundância no meio 

de teste, após a adição do CuO na forma de nanopartícula e 

micropartícula, foi Cu+2 seguidos da formação dos complexos CuNO3
+ e 

CuSO4 (aq).  Com base na especiação química nota-se que Cu+2 na forma 

de íons e de complexos iônicos estão presentes em maior quantidade em 

todos os meios usados nos testes de toxicidade, por isso, os resultados da 
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especiação estão diretamente relacionados com os resultados de 

toxicidade que serão apresentados na sessão 4.2. De acordo com Olivero-

Verbel, Padilla-Bottet e De la Rosa (2007), a presença de nutrientes nas 

soluções pode aumentar a dissolução do Cu+2 devido à complexação entre 

o CuO e nutrientes, podendo produzir reações químicas que facilitam a 

solubilização de substâncias tóxicas a partir da matriz sólida em fase 

aquosa.  
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Tabela 8: Especiação química do CuO nos meios de teste de toxicidade 

Teste de 

toxicidade 
Meio diluente Espécies químicas 

% da concentração 

total  

Teste agudo 

(D. manga) 
ISO 

Cu+2 37,903 

CuOH+ 3,654 

Cu2OH3+
 0,068 

Cu(OH)2(aq) 0,024 

Cu2(OH)2
2+ 22,72 

Cu3(OH)4
2+ 21,392 

CuCl+ 0,491 

CuSO4(aq) 1,457 

CuHCO3
 + 0,506 

CuCO3(aq) 11,778 

Teste crônico 

(D. magna) 
M4 

Cu2+ 4,717 

CuOH+ 2,875 

Cu(OH)2 (aq) 0,121 

Cu2(OH)2
2+ 14,05 

Cu3(OH)4
2+ 65,742 

CuCl+ 0,062 

CuSO4(aq) 0,188 

CuHPO4(aq 0,018 

CuCO3(aq)
 11,624 

CuEDTA-2 0,441 

CuHCO3
+

(aq) 0,079 

CuH2BO3
+ 0,028 

Cu(CO3)2
2-

 0,048 

Teste agudo 

(A. fischeri) 
NaCl 2% 

Cu2+ 55,021 

CuOH+ 2,769 

Cu2OH3+ 0,135 

Cu2(OH)2
2+ 16,77 

Cu3(OH)4
2+ 10,714 

CuCl+ 14,053 

CuCl2 (aq) 0,526 

Teste toxicidade 

(S. subspicatus) 
CHU 

Cu2+ 92,725 

CuOH+ 0,278 

Cu2OH3+ 0,013 

Cu2(OH)2
2+ 0,123 

CuSO4 (aq) 2,212 

CuCl+ 0,145 

CuNO3
+ 4,472 

 Cu(NO3)2(aq) 0,014 

CuH2BO3
+ 0,018 
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4.2 AVALIAÇÃO TOXICOLÓGICA 

4.2.1 Toxicidade Aguda com D. magna 

Os resultados apresentados a seguir referem-se a comparação de 

valores da CE50,48 horas para D. magna (Tab. 9) expostas a NP, MP e 

controles positivos. Os resultados de toxicidade aguda indicaram que a 

NP é toxica para D. magna e os valores de CE50, 48 horas seguiram a seguinte 

ordem de toxicidade: NP CuO-LABTOX > NC CuO-PAN I> NP CuO-

SIGMA > NP CuO-MTI > MP CuO. Todas as NP foram mais tóxicas do 

que a MP. O controle positivo com CuSO4 apresentou alta toxicidade 

devido a presença de íons de Cu solubilizados. Foi realizado teste com a 

PANI (revestimento do NC) que não foi considerada como sendo 

causadora de toxicidade do NC. O pH durante a realização do teste não 

foi considerado causador de toxicidade (Tabela 7), pois estavam dentro 

da faixa proposta pela ABNT 12713/2009. 

Tabela 9: Comparação da CE50, 48 horas da NP e MP em D. magna. 

Resultados expressos em média (n=3) ± desvio padrão. 

Suspensões-testes 

Tamanho 

em pó (nm) 

Diâmetro 

hidrodinâmico 

(nm) 

CE 50, 48 horas 

(mg/L). 

NP CuO-MTI 30-40 2308,2 22,01±3,87 

NP CuO-SIGMA <50 2115,1 9,87±2,65 

NP CuO- LABTOX 50-100 1731,3 0,32±0,02 

NC CuO-PANI 50-100 + 10 1673,8 0,48±0,05 

MP CuO >1000 3950,9 223,6±12,34 

PANI n/d n/d 99,21±5,76 

CuSO4 n/d n/d 0,17±0,09 

 

Os resultados deste estudo são muito próximos dos valores 

apresentados por Heinlaan et al. (2008), de CE50, 48horas de 3,2 para a NP 

CuO, 164,8 mg L-1 para a MP CuO e 0,17 mg L-1 para CuSO4. Blinova et 

al. (2010) também apresentaram valores de toxicidade próximos dos 

encontrados de 2,6 mg L-1 para a NP CuO, 132 mg L-1 para a MP CuO e 0,07 

mg L-1 para a CuSO4. 
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 As diferenças entre os valores de toxicidade encontrados e os 

estudos citados podem estar relacionadas com a diferença nas 

características específicas das NP CuO avaliadas e também na liberação 

de íons para meio do teste através de reações de oxidação devido à 

quantidade de OD no meio do teste. 

Os resultados obtidos nesta tese indicam que os valores de CE50 

estão diretamente relacionados com os dados obtidos na caracterização. 

Observa-se que apesar do menor tamanho da NP CuO-SIGMA (estado 

pó), a mesma não apresentou a maior toxicidade entre as NP testadas. 

Com base neste fato é possível afirmar que em meio líquido, a NP tende 

a aglomerar-se e trabalhar em forma de grandes aglomerados (Quadro 2) 

devido a ação de forças de atração e repulsão (forças de Wan Der Valls). 

Segundo o fabricante Sigma Aldrich, fornecedores da NP CuO-SIGMA, 

o tamanho médio caracterizado por eles foi de NP<50nm. Este dado é 

confirmado nas imagens de TEM (Quadro 2), no entanto, a mesma teve a 

habilidade de formar maiores aglomerados de NP quando comparado com 

as demais NP,  provavelmente devido a sua grande área superficial 

(Figura  14). 

Observa-se que a NP CuO-LABTOX apresentou maior 

toxicidade aguda para D. magna, com base neste dado, é possível afirmar 

que o tamanho da NP em estado pó não é o principal causador de 

toxicidade para a NP CuO. A NP CuO-LABTOX tinha tamanho de 

partículas após a síntese variando entre 50-100 nm. Portanto, é possível 

afirmar que os principais fatores causadores de toxicidade são um 

conjunto de características tais como o estado de aglomeração (Quadro 2) 

em meio líquido, menor diâmetro hidrodinâmico após 48 horas (Tabela 

6), menor pH (Tabela 7) e consequentemente maior liberação de íons apos 

48 horas (Tabela 2). Observa-se também que os valores de CE50 obtidos 

com as NP CuO e NC CuO estão muito próximos aos valores do controle 

positivo de CuSO4, mostrando que após a combinação das características 

citadas acima, os íons de Cu são os principais causadores de toxicidade. 

Foi observado um comportamento dose-resposta semelhante 

entre os NP CuO-LABTOX e o NC CuO-PANI. Observou-se também 

que o revestimento com polímero não alterou de forma significativa os 

efeitos toxicológicos da NP CuO, que difere de outros estudos relatados 

na literatura. Perreault et al. (2012) relataram que a elevada toxicidade de 

NC CuO- PSBA foi devido ao aumento da capacidade das partículas 

revestidas com polímeros em penetrar em células quando comparado com 

NP CuO sem revestimento, e Saison et al. (2010) relataram que estes 

mesmos NC CuO-PSBA têm a capacidade de induzir fortes efeitos de 

toxicidade em algas verdes; no entanto, nem a NP CuO nem o 
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revestimento polimérico sozinhos foram capazes de produzir este efeito. 

Com base nos resultados apresentados, pode-se supor que, em curto 

prazo, PANI e sua propriedade redox poderá retardar a penetração deste 

NC em membranas biológicas, que são predominantemente apolares. Na 

avaliação toxicológica, observou-se que a PANI sozinha somente causou 

mortalidade na maior concentração testada (125 mg/L) provavelmente 

devido ao efeito da forte cor apresentada na amostra e pela grande 

quantidade de polímeros dispersos em solução, resultando na morte dos 

organismos através da inibição da locomoção da D. magna. Quando 

PANI foi usado como revestimento para as NP, o NC exibiu uma maior 

estabilidade do que a NP CuO-LABTOX e não alterou significantemente 

o pH da solução. 

Os resultados mostraram também que a toxicidade não pode ser 

completamente relacionada com a capacidade que o revestimento tem em 

penetrar nas células, devido às suas afinidades químicas e biológicas, mas 

que pode estar relacionada com o tamanho das partículas e a libertação de 

íons. O revestimento facilitou o estado de aglomeração (Quadro 2) devido 

a maior área superficial do NC (Figura 14) e também aumentou em 10 nm 

o tamanho da NP CuO (Quadro 2). A Tabela 2 mostra que o NC funcionou 

como uma barreira física que impede a solubilização do núcleo da NP, 

reduzindo, assim, a liberação de íons de Cu em solução, mostrando mais 

uma vez que a causa da toxicidade é a soma dos fatores (estado de 

aglomeração, área superficial, libertação de íons, e afinidade biológica) e 

não apenas um fator isolado tal como o tamanho.  

Microscopia de luz foi empregada antes de microscopia 

eletrônica, a fim de avaliar a interação das partículas com as D. magna 

expostas. Com isso teríamos uma compreensão geral e melhor dos órgãos 

ou tecidos, facilitando o reconhecimento e a compreensão daquilo que 

iríamos visualizar por microscopia eletrônica, que é uma técnica mais 

específica.  

As micrografias de microscopia de luz (Figura 16) mostram a 

presença de ambos os tipos de partículas no intestino médio de D. magna, 

fato este que não foi possível observar em algas verdes S. subspicatus 

quando expostas às mesmas partículas. Estes dados serão apresentados a 

seguir. As imagens em corte transversal da D. magna após 48 horas de 

exposição à CE50 mostram à presença de NP dentro do interior do 

intestino médio através de microscopia de luz e a presença de 

aglomerados de NP CuO (Figura 17A) por MET. A ingestão de NP, bem 

como o contato direto da D. magna com a NP (que têm uma maior área 

de superfície) pode potencializar os efeitos toxicológicos no diluente do 

teste. 
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O contato mais próximo das NP com a parede do intestino pode 

acelerar a indução de processos toxicológicos através da liberação de íons 

Cu dissolvidos diretamente no intestino médio de D. magna por meio da 

geração de ROS. Chan et al. (2012) reportam em seu estudo que a NP 

CuO pode gerar danos mitocondriais e consequentemente gerar ROS. 

Segundo Gomes et al. (2012), glândulas digestivas são suscetíveis a NP 

CuO em relação à geração de ROS e o tecido mais provável para ele se 

bioacumular. 
 

Figura 16: Micrografias por microscopia de Luz. D. magna exposta a NP 

e MP CuO a CE 50,48 horas (A) D. magna exposta a NP CuO-MTI no 

intestino médio. Nota-se no canto direito superior apresenta e 

aglomerados de NP por MET; (B) Detalhe do intestino médio da D. 
magna exposta a NP CuO-MTI; (C) Detalhe da D.magna exposta a MP 

com a presença de células epiteliais e aglomerado de MP; (D) D. magna 

exposta a MP com a presença de MP no trato intestinal. 
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Figura 17: Micrografias de D. magna exposta a NP e MP CuO por 

microscopia de transmissão eletrônica.  (A) organismo controle com 

mitocôndrias normais; (B) organismos exposto a MP CuO com a cristas 

levemente não organizadas e (C) organismos expostos a NP CuO-MTI 

com danos mitocondriais e espaços entre as cristas. 
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  Em organismos expostos a NP (Figura 17), é possível observar 

grandes espaços dentro das mitocôndrias. O dano mitocondrial está 

diretamente relacionado com a geração de ROS e pode iniciar danos ao 

DNA que podem, portanto levar a apoptose celular. 

Os resultados do controle com CuSO4, que é um sal altamente 

solúvel, confirmou a elevada toxicidade esperada para os íons de cobre, e 

esta alta toxicidade pode ser justificada pelo fato que os íons de Cu+2 

podem competir com outros cátions existentes na solução do meio de teste 

e podendo aumentar a toxicidade.  

Vários mecanismos podem contribuir para interações tóxicas de 

NP metálicas com sistemas celulares. Heinlaan et al. (2008) relataram a 

relação entre a toxicidade e a liberação de íons de Cu em D. magna e V. 

fischeri (A. fischeri). No entanto, Baek e An (2011), que estudou várias 

NP de óxidos metálicos (incluindo NP CuO), relataram que toxicidade 

relacionada com os íons metálicos dissolvidos era insignificante em 

Escherichia coli, Bacillus subtilis, e Streptococcus aureus, indicando que 

a indução da toxicidade por NP de óxidos metálicos pode estar associado 

com as propriedades intrínsecas dos metais pesados. A toxicidade real da 

NP CuO até então não era totalmente conhecida; no entanto, em nosso 

estudo, verificamos que a toxicidade das NP CuO para D. magna em teste 

agudo não só é dependente da liberação de íons Cu, mas também sobre o 

estado de aglomeração e das propriedades especificas das NP CuO.  

 

4.2.2 Toxicidade Aguda com A. fischeri 

Os resultados referentes a toxicidade com A. fischeri após 15 

minutos de exposição a NP, MP e controle positivo com CuSO4 são 

apresentados na Tabela 10. A diferença entre os valores de CE50, 15 min 

estão relacionados com as reduções dos processos metabólicos das 

bactérias expostas às suspensões-teste. A perda de viabilidade celular e 

alteração na dimensão entre as NP e as MP podem influenciar a sua 

toxicidade, porque estas partículas podem tornar-se menos disponível 

para organismos, uma vez que não se espera que as partículas com essas 

dimensões atravessem a membrana das células das bactérias. 
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Tabela 10: Comparação da CE50, 15 min. da NP e MP em A. fischeri. 

Resultados expressos em média (n=3) ± desvio padrão. 

Suspensões-teste 

Tamanho 

em pó (nm) 

Diâmetro 

hidrodinâmico 

(nm) 

CE 50, 15min (mg/L) 

NP CuO-MTI 30-40 1581,3 304,4±12,9 

NP CuO-SIGMA <50 1380,0 40,79±5,65 

NP CuO-LABTOX 50-100 1344,5 7,79±1,87 

NC CuO-PANI 50-100 + 10 1363,1 9,05±2,05 

MP CuO >1000 n/d .>1000 

PANI n/d n/d n/d 

CuSO4 n/d n/d 6,77±0,09 

 

 Neste estudo, a NP CuO-LABTOX, apresentou-se mais tóxica 

entre as NP, seguida pela NC CuO-PANI, NP CuO-SIGMA e NP CuO-

MTI. A maior toxicidade da NP CuO-LABTOX, esta, mais uma vez, 

relacionada com suas características específicas tais como menor estado 

de aglomeração pelo diâmetro hidrodinâmico (Tabela 6) área superficial 

(Figura 14) e pela liberação de íons (Tabela 2). Observa-se que os 

resultados entre NP CuO-LABTOX e controle positivo CuSO4 

apresentaram respostas parecidas em torno da CE50. Para estes 

organismos testes a NP mostrou-se mais tóxica do que a MP. 

Zhang et al. (2002) verificaram que a emissão de 

bioluminescência é influenciada pela concentração celular e pela 

liberação de ferormonios. A redução da emissão de bioluminescência é 

um resultado da diminuição da atividade metabólica e/ou de danos à 

parede celular. 

As bactérias com sensor Cu mostraram-se que a toxicidade de V. 
fischeri ( atualmente denominada A. fischeri) expostos a NP CuO foi 

explicada em grande parte por íons Cu solúvel (HEINLAAN et al. 2008). 

Esta dissolução é um dos principais contribuintes para a toxicidade em 

crustáceos, algas, peixes, bactérias e V. fischeri (BONDARENKO et al. 

2013). As características das NP e os íons de Cu podem interagir com a 

A. fischeri, resultando numa diminuição da bioluminescência. A 

bioluminescência é um resultado de uma complexa cadeia de reações 
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bioquímicas, onde a redução do mononucleótido de flavina (FMNH2), um 

aldeído de ácidos graxos de cadeia longa e luciferase são os principais 

participantes (MORTIMER et al., 2008). Segundo Hastings et al. (1987), 

esta via especial utiliza NADH como cofator e está intrinsecamente ligada 

ao metabolismo central do microrganismo. Assim, Segundo Bulich, 

(1982) a redução da emissão de luz é um reflexo da inibição da atividade 

metabólica bacteriana e proporcional à toxicidade da amostra de teste. 

A adição de sal ao diluente provoca um aumento da força iônica, 

o que pode afetar a aglomeração das NP de CuO (Quadro 2). Buffet et al. 

(2010) mostraram que, em água do mar, o diâmetro das NP foi 

significativamente aumentado em poucos dias, e a suspensão tornou-se 

mais instável devido à diminuição em Pz em comparação com o controle. 

Os resultados obtidos neste estudo indicam que a aglomeração e a 

estabilidade da NP estão correlacionadas com a sua toxicidade. Um 

aumento no diâmetro do NP se correlaciona com uma diminuição na área 

de superfície e reatividade, influenciando nas respostas toxicológicas. 

Ao comparar os resultados de toxicidade aguda, observou-se que 

o CuO (ambos NP e formas MP) foi mais tóxico para D. magna do que 

para A. fischeri. Este comportamento pode ser explicado além da 

caracterização, também pelo fato que o Cu é mais tóxico para os 

organismos de água doce (Brooks et al. 2007), pois certos cátions, tais 

como Na+ e Cl- podem reduzir a toxicidade do Cu pelo aumento na 

competição biológica, a maior competitividade entre os íons de Cu e estes 

cátions pode potencialmente reduzir os impactos dos íons de Cu em 

sistemas biológicos e ser uma das razões do motivo pelo qual o Cu tende 

ser mais tóxico em organismos de água doce do que em organismos de 

água salgada.   

A turbidez é considerada como interferente do teste, por isso, 

para realização dos testes, as amostras permaneceram em repouso por 30 

min. Então, após este tempo, a concentração de Cu nos sobrenadantes 

foram estimados por FAAS. Os valores obtidos em relação às 

concentrações iniciais foram de 1,5% (30,55 mg L-1) de NP e 0,8% (35,25 

mg L-1) para MP. Se considerarmos usar esses valores para calcular a 

percentagem do EC50 com o Cu disponível no sobrenadante, os valores 

da CE50, 15mim seriam muito menores do que os relatados acima (Tab. 15). 

No entanto, nestes testes (sob mesmas as condições NP e MP), NP CuO 

ainda foram 8 vezes mais tóxicas, em termos de CE50, 15 min, em relação ao 

MP. Embora testes com A. fischeri revelaram toxicidade tanto para NP 

como para MP, devido esta diferença de valores devido a interferentes 

nos testes, podemos concluir que esta metodologia, em particular, não 

parece ser a forma mais apropriada para o estudo de toxicidade neste caso. 
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4.2.3 Toxicidade Crônica 

A toxicidade crônica (Tabela 11) foi investigada para NP CuO-

MTI, NP CuO-SIGMA, NP CuO-LABTOX, NC CuO-PANI, MP CuO, 

PANI e CuSO4 (controle positivo). Após 21 dias de exposição, foram 

analisados os parâmetros de reprodução, crescimento e longevidade. 

Nenhuma mortalidade ocorreu no controle de ensaio durante o período de 

teste (21 dias). Uma tabela completa com todos os dados coletados nos 

testes de toxicidade crônica é apresentada no Apêndice 3. Neste item 

estão apresentados apenas os resultados em termos de CEO e CENO 

(mg/L) para os parâmetros que foram observados algum efeito 

significativo. O número médio de neonatos vivos produzidos em cada 

réplica do controle foi de 147, e o número mínimo foi de 99, sendo que 

estes valores são considerados válidos de acordo com a OECD Guideline 

211, por critérios biológicos (OCDE, 2012). Não foi observado 

mortalidade nas concentrações de testes, portanto o parâmetro 

longevidade não apresentou efeito em relação ao controle. 

 

Tabela 11: Resultados das avaliações de toxicidade crônica dos 

organismos D. magna expostas à NP e MP CuO e aos controles do teste. 

Resultados expressos em termos de CEO e CENO (mg/L) para os 

parâmetros reprodução e crescimento (n=10). 

 

No que se refere ao parâmetro reprodução, não foi observado 

diferença em relação ao início da reprodução entre D. magna exposta as 

NP, MP e controles positivos em relação ao controle do teste, indicando 

que não houve efeito sobre o início da reprodução, no entanto um 

aumento no número de neonatos gerados na presença de todas as NP e 

MP foi observado quando comparado com o controle de ensaio (meio M4, 

AMOSTRAS 

TOXICIDADE CRÔNICA 

CEO 

(mg/ L) 

CENO 

(mg/ L) 

REPRO CRESC REPRO CRESC 

NP CuO - MTI 7,8 0,9 3,9 < 0,9 

NP CuO - SIGMA 0,39 0,97 0,19 < 0,97 

NP CuO - LABTOX 0,12 0,01 0,06 < 0,01 

NC CuO - PANI < 0,12 0,01 < 0,01 < 0,01 

MP CuO 31,2 7,8 15,6 < 7,8 

PANI 7,81 1,95 3,9 0,97 

CuSO4 0,06 0,06 - - 
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p < 0,05). Este comportamento (aumento de neonatos) pode estar 

relacionado à tentativa dos organismos para preservação da espécie 

quando expostos a uma condição estressante. Terra et al. (2008) relatou 

anteriormente esse comportamento. Além disso, este fato pode estar 

relacionado a um aumento no Cu disponível nos meios de teste, devido à 

liberação de íons Cu. 

Ao analisar os resultados apresentados na Tabela 11, observa-se 

que entre as NP, o NC CuO-PANI apresentou maior toxicidade para o 

parâmetro reprodução.  

A NP CuO-MTI foi a NP que apresentou menor efeito tóxico 

crônico quando comparado com as demais. Foi observado um aumento 

em relação à reprodução em todas as concentrações, no entanto apenas na 

maior concentração (7,8 mg/L) foi observado efeito estatisticamente 

significativo, sendo esta concentração definida como CEO para o teste. A 

CENO do teste, ou seja, a concentração que não apresentou efeito 

significativo em relação ao controle foi definida 3,9 mg/L. A NP CuO-

SIGMA, também não apresentou efeito significativo em relação ao início 

da reprodução. Nota-se também um aumento significativo de neonatos 

quando comparado com o controle. 

Quando comparado com o controle de teste, o número total de 

nascimentos nas diluições da NP CuO-LABTOX aumentou nas duas 

maiores concentrações (0,12 mg/L e 0,06 mg/L) e diminuiu nas duas 

menores concentrações (0,01 e 0,03 mg/L). Embora na concentração de 

0,01 mg/L o número nascimento tenha sido menor do que o controle não 

foi observado efeitos significativos (p<0,05). Para NP CuO-LABTOX, a 

CEO foi definida como sendo de 0,12 mg/L e a CENO de 0,06 mg/L 

(Tabela 16). Para o NC CuO-PANI, foi observado um aumento nos 

nascimentos em todas as concentrações testadas, não sendo possível 

determinar a CENO para esta suspensão-teste. A CEO foi uma 

concentração inferior a 0,12 mg/L (uma vez que em todas as 

concentrações houve um aumento significativo na reprodução) e a CENO 

uma concentração inferior a 0,01 mg/L. Com base nestes resultados, 

pode-se afirmar que o NC apresentou maior toxicidade do que as outras 

NP em relação ao parâmetro reprodução. 

 No que diz respeito à PANI, uma diminuição no número de 

nascimento foi observado em comparação com o controle do teste. Esta 

diminuição pode estar associada com níveis elevados de PANI na 

superfície dos béqueres de teste, funcionando como uma barreira física à 

penetração de luz durante o tempo de exposição, inibindo assim o 

desenvolvimento completo dos organismos. Observa-se que o NC CuO-

PANI (que utiliza a PANI como revestimento) não apresentou a mesma 
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coloração em solução, provavelmente porque a PANI foi estabilizada 

sobre a NP e não foi completamente dissolvida nos meios de teste. 

Em relação a MP, observa-se que as concentrações testadas 

foram maiores do que para a NP, isso foi definido a partir da menor 

concentração do teste agudo que não causou efeito tóxico. Observa-se 

também o mesmo comportamento das demais suspensões-testes em 

relação ao aumento no parâmetro reprodução. A CEO foi definida como 

sendo 31,2 mg/L e a CENO 7,8 mg/L. Quando comparado os resultados 

com as outras NP, chama a atenção o fato que na concentração definida 

como CENO (7,8 mg/L) para a MP, foi a concentração CEO para todas 

as NP, mostrando mais uma vez que a NP é mais tóxica do que a MP para 

teste de toxicidade crônica. 

Em relação ao CuSO4 observa-se também um aumento 

significativo na reprodução, onde a CEO foi igual a 0,06 mg/L e a CENO 

menor do que 0,06 mg/L mostrando assim a relação da toxicidade além 

das características intrínsecas da NP, que os íons de Cu são responsáveis 

pela toxicidade. 

No que se refere ao parâmetro de crescimento, foi observada uma 

redução no tamanho dos organismos expostos em comparação com o 

controle do teste (p < 0,05), em todas as suspensões testadas. Esta redução 

de tamanho pode ser associada com a má qualidade e quantidade do 

alimento durante o teste, devido à toxicidade da NP CuO para D. magna 

e S. subspicatus (alimento para D. magna). Este fato pode ser provado na 

sessão 4.3 onde as algas verdes S. subspicatus foram expostas a todas as 

suspensões e foi observada uma diminuição da quantificação de 

pigmentos, diminuição da eficiência do Fotossistema II, geração de ROS, 

bioacumulação que interfere em todo o processo fotossintético da mesma, 

podendo até causar a morte celular. Vários artigos (Wang et al, 2011; Ji 

et al. 2011; Perreault et al. 2012, Melegari, et al. 2013) relataram que NP 

CuO foram tóxicos para algas verdes, como a espécie Chlamydomonas 
Reinhardtii (PERREAULT et al 2012) e a NP revestida com polímero NP 

CuO resultou em interações intracelulares entre as NC e o celular sistema 

de algas, mostrando-se mais tóxica do que a NP CuO. 

De Schamphelaere et al. (2003) relataram que a toxicidade Cu 

pode ser atribuída aos íons de Cu2+ dissolvidos nos meios de teste para a 

alga verde Pseudokirchneriella subcapitata. Embora Cu seja um 

micronutriente essencial usado em enzimas envolvidas em vários 

processos metabólicos, os íons Cu podem afetar negativamente os 

organismos em concentrações mais elevadas do que fisiologicamente 

necessário, e em longo prazo, em concentrações sub-letais de metais traço 

pode causar alterações no crescimento, ciclo de vida e reprodução em 
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invertebrados de água doce (Timmermans,1993). De Schamphelaere et 

al. (2004) mostraram um aumento na reprodução em D. magna 

alimentada com células de P. subcapitata expostas ao cobre a 70 µg/L, 

confirmando os resultados aqui apresentados. Nanopartículas de prata 

(Zhao and Wang, 2011) e nanopartícluas de dióxido de cério (Van Hoecke 

et al. 2011) foram capazes de causar uma diminuição no tamanho de D. 
magna durante o teste crônico, corroborando com nossos resultados. 

Em relação ao crescimento de D. magna exposta a NP CuO-MTI, 

observa-se que houve um decréscimo significativo (p<0,05), no 

crescimento em todas as diluições testadas. A diminuição do tamanho 

variou entre 3-9% em relação ao controle do teste. A CEO foi definida 

sendo 0,9 mg/L e a CENO menor do que 0,9 mg/L. Em relação a NP CuO-

SIGMA, também foi observado um decréscimo significativo (p< 0,05). A 

diminuição do tamanho variou entre 4-10% do tamanho da D. magna 

controle. A CEO foi definida como 0,97 mg/L e a CENO menor do que 

0,97 mg/L. Em relação a NP CuO-LABTOX também foi observado um 

decréscimo significativo no tamanho dos organismos exposto, onde o 

tamanho diminuiu  8–14% dos organismos em relação ao controle. Esta 

foi a NP mais tóxica em relação ao parâmetro crescimento. A CEO foi 

definida como 0,01 mg/L e a CENO uma concentração menor do que 0,01 

mg/L. Observou-se também um decréscimo no tamanho dos organismos 

expostos, e esta variação foi entre 4–8% para NC CuO-PANI. A CEO foi 

definida como 0,01 mg/L e a CENO uma concentração menor do que 0,01 

mg/L, por fim para a MP CuO, também foi observado um decréscimo 

significativo em relação ao controle. A variação observada foi entre 4-

12% do tamanho dos organismos controle. A CEO foi definida como 7,8 

mg/L e a CENO uma concentração inferior a esta. Para o teste com PANI, 

uma diminuição no crescimento de 4-22 % foi observada também em 

comparação com o controlo de ensaio.  Sendo a CEO definida como 1,95 

mg/L e a CENO 0,95 mg/ 

4.3 BIOENSAIO COM ALGA VERDE S. subspicatus 

Os resultados referentes aos ensaios realizados com as algas S. 

subspicatus foram realizados durante o período de estágio doutoral na 

Universidade du Quebec a Montreal (UQAM).  

4.3.1 Dosagem dos Pigmentos Fotossintéticos 

 Os resultados aqui apresentados referem-se a quantificação dos 

pigmentos clorifilianos, clorofila a (Chl a), clorofila total (Chl a+b), 

clorofila b (Chl b) e carotenoides (Carot) das algas S. subspicatus 
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expostas às concentrações de 0,1; 1; 10 e 100 mg/L de NP e MP durante 

6 horas. 

Apesar do curto tempo de exposição entre algas e NP e MP, 

alterações significativas nos pigmentos clorofilianos foram observadas. O 

nível de Chl a (Figura 18) para todas as NP, exceto NP CuO-MTI, 

diminuiu em relação ao controle. Observou-se também uma diminuição 

significativa (p<0,05) dos pigmentos das algas expostas ao controle 

positivo CuSO4. Não foram observadas alterações significativas para a 

suspensão de MP CuO e com a PANI. Observa-se que para as suspensões 

de NP (SIGMA) e MP houve um pequeno aumento no nível de Chl a na 

concentração de 0,1 e 1 mg/L, sem diferença significativa em relação ao 

controle, no entanto nas maiores concentrações, foi observado uma 

diminuição significativa do mesmo. Este aumento pode estar relacionado 

ao fato das algas estarem utilizando o Cu da concentração como fonte de 

nutrição. A Chl a, pigmento primário, tem como a principal função a 

captação de energia luminosa, segundo Dhir et al. (2009), a mesma pode 

ser reduzida pela redução dos conteúdos de Ferro (Fe) nos tecidos, na 

queda da eficiência das enzimas responsáveis pela síntese de clorofila 

e/ou pela substituição do átomo de Magnésio (Mg) no centro das 

moléculas de clorofila, prejudicando a produção desse pigmento e com 

isso podendo afetar o sistema fotossintético. 

 

Figura 18: Níveis de pigmentos Chl a em algas verdes S. subspicatus 

após 6 horas de exposição às NP e MP CuO (média ± desvio padrão; 

n=3, * p<0,05 comparado ao controle do teste). 
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Em relação à Chl b (Figura 19) não foram observadas alterações 

significativas para NP CuO MTI, NP CuO-SIGMA MP e PANI, no 

entanto foram observadas alterações significativas NP CuO-LABTOX, 

NC e CuSO4 em relação ao controle. Melegari et al.(2013) também 

observou uma diminuição no conteúdo de Chl b em um estudo que 

avaliou a toxicidade da NP CuO em algas verdes C. reinhardtii.  

 

Figura 19: Níveis de pigmentos Chl b em algas verdes S. subspicatus após 

6 horas de exposição às NP e MP CuO (média ± desvio padrão; n=3, * 

p<0,05 comparado ao controle do teste). 

 

Em relação ao conteúdo de Chl total (Figura 20), observa-se um 

decréscimo significativo neste conteúdo para todas as NP e CuSO4, não 

sendo observadas alterações para MP e PANI. Segundo Saison et al. 

(2010) em seu estudo observaram um decréscimo no conteúdo de Chl 

total para algas verdes C. reinhardtii, que induziriam alterações no 

sistema fotoquímico primário do fotossistema desta alga.  
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Figura 20: Níveis de pigmentos Chl total em algas verdes S. subspicatus 

após 6 horas de exposição às NP e MP CuO (média ± desvio padrão; n=3, 

* p<0,05 comparado ao controle do teste). 

 

E por fim, para conteúdo de Carotenóides (Figura 21), foram 

observadas diminuições significativas para todas as suspensões-teste, 

sendo que as algas expostas ao CuSO4 foram as que apresentaram maior 

efeito. Os carotenoides têm como principal função a proteção a dissipação 

de energia excedente, então uma diminuição no nível de concentração 

poderá acarretar danos nos cloroplastos, bem como nos desempenhos 

metabólicos. Diminuição no conteúdo de carotenoides foi observada 

também nos estudos realizados por Melegari et al. (2013). Lalau et al. 

(2014) observou uma diminuição na concentração de carotenoides na 

concentração de 10 g/L de NP CuO-LABTOX em um estudo com Lemna 

punctata. 
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Figura 21: Níveis de pigmentos Carot. em algas verdes S. subspicatus 

após 6 horas de exposição às NP e MP CuO (média ± desvio padrão; n=3, 

* p<0,05 comparado ao controle do teste). 

4.3.2 Formação intracelular de ROS 

Os resultados sobre a formação intracelular de ROS tanto para 

NP e para MP após 6 horas de exposição são apresentados na Figura 22. 

A taxa de geração de ROS foi calculada em relação ao FDA. 

Com base nos resultados observa-se que todas as suspensões 

foram capazes de produzir espécies reativas de oxigênio após 6 horas. No 

entanto apenas a MP CuO não apresentou aumento significativo (p<0,05) 

em relação ao controle. Observa-se que o maior incremento significativo 

foi obtido nas concentrações de 1, 10 e 100 mg/L. A NP CuO-LABTOX 

(157±5 %) produziu maior quantidade de ROS quando comparada com 

as demais suspensões-teste na maior concentração. Este fato está 

relacionado com a maior liberação de íons disponíveis (Tabela 4) no 

tempo de 0 e 6 horas, maior instabilidade da NP no meio de teste (Tabela 

5) e menor diâmetro hidrodinâmico (Tabela 6). Observa-se que a NP 

CuO-LABTOX estava apta a gerar níveis de ROS próximo ao controle 

positivo com CuSO4 (164±6 %) em relação ao controle. 
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Figura 22: Níveis de formação de ROS em algas verdes S. subspicatus 

após 6 horas de exposição às NP e MP CuO (média ± desvio padrão; n=3, 

* p<0,05 comparado ao controle do teste). 
 

 
 

A NP CuO-MTI apresentou aumento no nível de ROS na 

concentração de 100 mg/L de 112±7 %, NP CuO-SIGMA de 118±2%, 

NC CuO-PANI 126±3 % e MP CuO 109±11 % em relação ao controle. 

Segundo Nel et al. (2006), o estresse oxidativo ocorre quando 

espécies reativas de oxigênio (ROS) e nitrogênio (RNS) perturbam o 

equilíbrio entre a pressão oxidativa e a defesa antioxidante. ROS podem, 

por exemplo, ser formado através de um radical de metal de transição. 

Metais de transição tais como o cobre (Cu) estão envolvidos na produção 

de ROS através dos mecanismos como Haber-Weiss ou reações do tipo 

Fenton (MANKE et al. 2013; VALKO et al. 2006; YIP et al. 2005; 

KNAAPEN et al. 2004). Espécies reativas como radicais hidroxila (OH●), 

ânions superóxido (O2●
-) ou peróxido de hidrogénio (H2O2) podem 

induzir a lipoperoxidação, causando danos principalmente na membrana 

plasmática e cloroplastos das algas (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 

2007; MELEGARI et al., 2013). A formação de ROS pode levar às 

alterações nas funções celulares e nas propriedades físico-químicas das 

membranas celulares, que perturbam as funções vitais (RIKANS e 

HORNBOOK, 1997), além de reduzir a viabilidade celular 

(OUKARROUM et al., 2012). 
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Segundo Perreault et al. (2012) a NP CuO foi apta a induzir forte 

produção de ROS na concentração de 0,04g/L durante um tempo de 

exposição de 6 horas para as algas C. reinhardtii, corroborando com os 

resultados aqui apresentados. Melegari et al. (2013) avaliaram o estresse 

oxidativo da NP CuO em C. reinhardtii observando um aumento de 

190±0,45 % no nível de ROS para 1000 mg/L de NP CuO após 72 h de 

exposição. 

Além dos danos plasmáticos e aos cloroplastos das algas em 

organismos fotossintetizantes, a produção de ROS está diretamente 

associada com a fotoinibição e a diminuição da eficiência fotossintética 

(NISHIYAMA et al., 2006), diminuindo assim a atividade do 

fotossistema II, prejudicando a fotossíntese de alga. Este fato será melhor 

discutido na sessão 4.3.3 quando serão apresentados os resultados da 

eficiência do fotossistema II. 

 

4.3.3 Eficiência do fotossistema II - Índice de Performance (P.I. 
PSII) 

Aqui serão apresentados os resultados referentes a alterações no 

índice de performance do fotossistema II (P.I. PSII) (Figura 23) em algas 

verdes S. subspicatus após 6 horas de exposição a NP e MP CuO e 

controles positivos. 

Todas as NP, MP e controles positivos foram capazes de causar 

uma diminuição significativa na eficiência do fotossistema II (PI) em 

relação ao controle. Tanto a NP CuO-LABTOX como o NC CuO-PANI 

foram capazes de baixar o PI a apenas 2± 0,2% e 2 ± 1% respectivamente 

de sua eficiência máxima na concentração de 100 mg/L. A NP CuO-MTI 

apresentou diminuição da eficiência para 34 ±12%, NP CuO-SIGMA 

9±5%, MP CuO 79±10% e PANI 55±12%. O Controle positivo com 

CuSO4 foi extremamente tóxico, sendo que na maior concentração 100 

mg/L, a P.I teve valor 0. A NP CuO-MTI apresentou menor redução da 

atividade do PSII, estando este fato provavelmente relacionado com a 

menor liberação de íons de Cu no tempo 0 e 6 horas (Figura 17), maiores 

aglomerados (Figura 13), menor área superficial (Figura 15), maior pH e 

por ser mais estável neste meio (Tabela 8) quando comparado com as 

demais NP. A MP apresentou redução de apenas 21%, sendo possível 

afirmar que para este parâmetro, a NP é mais tóxica do que a NP. A maior 

toxicidade da NP está relacionada com os dados apresentados na sessão 

de caracterização e também devido a maior bioacumulação que será 

apresentada na sessão 4.3.4. 
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Figura 23: Porcentagem da redução da eficiência do PSII em algas verdes 

S. subspicatus após 6 horas de exposição aa NP e MP CuO (média ± 

desvio padrão; n=3, * p<0,05 comparado ao controle do teste). 

 
A redução no P.I. indica uma fotoinibição sobre o sistema 

fotossintético, decorrente da geração de ROS (Figura 22) e pela redução 

dos pigmentos fotossintéticos provocando um decréscimo na eficiência 

do FSII como mostrado nas Figuras 18-21, reduzindo a capacidade do 

PSII em converter a luz dentro do transporte de elétrons fotossintético 

prejudicando o transporte de elétrons entre o PSII e PSI, pois segundo 

Maxwell and Johnson (2000) quando o PSII absorve luz e quinona A (Qa) 

aceita em forma de elétrons, o mesmo não está apto a aceitar outro elétron 

até que este seja transferido para o carregador seguinte de elétrons (Qb), 

mostrando que a diminuição do P.I. PSII pode bloquear todo o transporte 

de elétrons entre os fotossistemas. Elfadl e Luukkanen (2006) observaram 

que a presença de poluentes como metais pesados em altas concentrações, 

podem levar a redução do rendimento quântico da fotossíntese e, por sua 

vez, reduzir a assimilação de CO2, afetando o metabolismo da planta. 

Além disso, segundo Rai et al. (1995), o cobre (Cu) foi responsável por 

interferir em diferentes locais do transporte de elétrons, sendo 

particularmente em algas, o fotossistema II, o local mais sensível 

(PRASAD et al. 1991; SINGH et al. 1991; RAI et al. 1996). Perreault et 

al. (2012) e sua equipe avaliaram a formação de ROS e a inibição das 
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atividades do fotossistema II (P.I. PSII) em algas C. reinhardtii após 6 

horas de exposição a NP CuO. Em seu estudo foi observado uma forte 

formação de ROS e grande diminuição no P.I PSII para 13 ± 12 %, 

corroborando com os resultados aqui apresentados. 

Portanto, com os resultados aqui apresentados e na sessão 

anterior, é possível afirmar que a interação entre NP e MP com as algas 

S. subspicatus é capaz de reduzir fortemente a atividade do fotossistema 

II e diminuir o conteúdo de pigmentos de Chl a, consequentemente 

afetando todo o sistema de fotossíntese das algas. 

4.3.4 Acumulação de Cu intracelular 

Aqui serão apresentados os resultados (Figura 24) da 

bioacumulação da NP, MP CuO e controle positivo em algas verdes S. 
subspicatus após 6 horas de exposição.  

Os resultados indicam que todas as suspensões avaliadas foram 

capazes de causar um aumento significativo (p<0,05) na concentração de 

Cu intracelular quando comparado com o controle. O controle positivo 

com CuSO4 foi o que causou maior concentração intracelular de Cu 

(58,45±1,2 mg/g) de algas expostas. Entre as NP, a NP CuO-LABTOX 

(53,12±1,43 mg/g) foi a que causou maior acumulação, seguido pela NC 

CuO-PANI (47,09±2,43 mg/g) e NP CuO-SIGMA (43,40 ± 3,73 mg/g). 

A bioacumulação da NP CuO-LABTOX se deu devido à características 

específicas da mesma, e principalmente pela maior liberação de íons de 

Cu no tempo de 0 e 6 horas. Dentre as NP, a NP CuO-MTI (21,49±4,23 

mg/g) foi a que apresentou menor bioacumulação, fato este relacionado 

as características específica mostrada na sessão de caracterização e 

também pela menor liberação de íons de Cu. Com os resultados 

apresentados é possível afirmar que as algas expostas a MP (15,37 ± 5,65 

mg/g) tem menor capacidade de bioacumular altas concentrações de Cu 

quando comparada com algas expostas a NP. Todas as concentrações 

apresentaram um aumento significativo (p<0,05) de acumulação de Cu 

em relação ao controle. 
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Figura 24: Concentração de Cu intracelular em algas verdes S. 

subspicatus após 6 horas de exposição às NP e MP CuO (média ± desvio 

padrão). 

Os resultados da bioacumulação aqui apresentados podem ajudar 

a explicar a maior produção de ROS e diminuição da eficiência do PSII 

para as NP e MP. Como mostrado na Figura 25 e Figura 26, houve uma 

maior produção de ROS em algas expostas a NP CuO-LABTOX, 

seguidas do NC e NP CuO-SIGMA, mesma sequência observada na 

redução do P.I. PSII. Este fato está relacionado com o aumento da 

bioacumulação nas algas expostas. Segundo Verna et al. (2008), quando 

íons de Cu+2 tem a habilidade de adentrar em compartimentos celulares, 

os mesmos tem a capacidade de competir com outros cátions existentes 

durante o processo, induzindo o efeito de ROS, e também, pode aumentar 

a sua concentração local e perturbar a homeostase celular, resultando em 

toxicidade celular. Além disso, a diminuição dos pigmentos 

fotossintéticos também está relacionada com o aumento da concentração 

intracelular de Cu. O aumento da concentração de Cu intracelular não está 

somente relacionada com o tamanho das partículas e sim com seu 

tamanho hidrodinâmico, estabilidade em suspensão e liberação de íons de 

Cu como mostrado na sessão de caracterização.  

 Alguns autores estudaram a bioacumulação da NP CuO em 

diferentes organismos. Perreault et al. (2012) avaliaram a bioacumulação 

da NP CuO em algas verdes C. reinhardtii e observaram um aumento 
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significativo na concentração de 0,04 g/L estando este valor relacionado 

a grande formação de ROS. Tripathi et al. (2006), observou um aumento 

significativo de íons de Cu+2 em algas verdes S. subispicatus quando 

expostas ao Cu+2 e grande geração de ROS intracelular. Lalau et al. 

(2015), também observaram um aumento na concentração intracelular de 

Cu em duckweed Landoltia punctata expostas a NP CuO na concentração 

de 10 g/L. Estes resultados corroboram com os resultados em relação a 

aumento da bioacumulação em diferentes organismos expostos a NP 

CuO. 

4.3.5 Interação entre NP e MP com algas S. subspicatus 

 

As micrografias de MET (Figura 25) foram obtidas através de 

MET em algas verdes S. subspicatus após 6 horas de exposição à 

suspensões com NP e MP CuO e CuSO4 na concentração de 100 mg/L. 

Com base nas imagens, observa-se que a NP CuO teve a habilidade de 

penetrar (seta preta) nos compartimentos celulares das algas S. 

subspicatus e causar danos celulares (seta branca) após período de 6 horas 

de exposição. Autores como Wang et al. (2011), Perreault et al. (2012), 

Melegari et al. (2013) que avaliaram a interação entre NP CuO em algas 

e plantas, em diferentes tempo de exposição, observaram também a 

internalização da NP. 

Ao analisar as micrografias, observa-se que organelas, tais como 

o pirenoide, sofreram pequena diminuição de tamanho em relação às 

imagens dos organismos controles. A população de alga exposta ao 

CuSO4 (Figuras 25-H) foi a que apresentou maiores danos celulares que 

provavelmente causaram a morte celular. Estas alterações podem estar 

relacionadas com a bioacumulação de íons de Cu mostrada na sessão 

4.3.4. Pirenoides são regiões diferenciadas dos cloroplastos, que 

correspondem a centros de formação de amido. Eles podem estar 

associados à conversão do açúcar em amido e é em torno deles que se 

encontram, geralmente, os depósitos desse polissacarídeo. Observa-se 

que houve uma pequena diminuição nos grãos de amidos das algas 

expostas a NP, MP e CuSO4 quando comparado ao controle. De acordo 

com Gouveia (2013), o decréscimo de grãos de amido em plantas 

expostas ao cobre pode estar relacionado a alterações na rota de 

biossíntese das enzimas de amido do ciclo de Calvin, processo esse 

possivelmente ligado à ativação das vias de degradação dessa atividade. 

Esse fato pode indicar que a exposição à NP CuO afeta o metabolismo 

celular da planta e consequentemente das algas aqui avaliadas.Figura 25: 
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Micrografias das algas verdes S. subspicatus após 6 horas de exposição à 

concentração de 100 mg/L de NP e MP CuO e CuSO4.(A) população de algas 
controle; (B) Pirenoide da alga controle; (C) população exposta a NP CuO-MTI, 

seta branca danos biológicos, seta preta, presença de NP; (D) população exposta 
a NP CuO-SIGMA seta branca danos biológicos, seta preta, presença de NP; (E) 

população exposta a NP CuO-LABTOX seta branca danos biológicos, seta preta, 
presença de NP; (F) população exposta ao NC CuO-PANI, seta branca, danos 

biológicos, seta preta, presença de NC; (G) população exposta a MP CuO, seta 
branca, danos biológicos, seta preta, presença de MP e (H) população exposta ao 

controle positivo com CuSO4.  
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CAPÍTULO V – CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O desenvolvimento da nanotecnologia impulsionou o 

surgimento de diversos produtos, dentre eles as nanopartículas metálicas, 

especialmente a NP CuO, que são conhecidos devido a suas novas 

propriedades físico-químicos devido a sua grande reatividade em virtude 

do tamanho, forma e química da superfície (LEWINSKI et al. 2008). A 

NP CuO, devido a sua aplicabilidade na composição de tintas anti-

incrustantes de navios (Saison et al. 2010) e a maior quantidade de íons 

de Cu que podem ser liberados por ela em relação a MP CuO como 

mostrado neste estudo, proporciona um grande risco de contaminação do 

meio ambiente aquático, podendo se internalizar em microcustácios de 

água doce, como a D. magna na forma de NP e em algas verdes S. 
subspicatus na forma de NP, MP e íons de Cu. Metais tais como cobre, 

são considerados contaminantes ambientais importantes pela sua não 

degradação e persistência na cadeia trófica.  

Com estas constatações, a hipótese 1 que afirma: “se as 

características específicas, tais como o tamanho e área superficial, são 

responsáveis pela maior toxicidade da NP CuO, então devido a isso, o 

principal indutor da toxicidade da NP são os íons liberados de Cu devido 

estas características” pode ser considerada verdadeira se levarmos em 

consideração o estado físico da NP. Com base nos resultados aqui 

apresentados, a toxicidade está relacionada a diversos fatores-chaves, que 

combinados, facilitam a liberação de íons de Cu para o meio. Destaca-se 

que a NP CuO-SIGMA, que quando em pó, foi a NP com menor tamanho 

(< 50nm) e a que apresentou maior área superficial (28,47 m2/g em pó), 

no entanto apresentou-se menos tóxica para todos os testes de toxicidade 

empregados neste estudo quando comparados a NP CuO-LABTOX e NC 

CuO/PANI, que possuíam maior tamanho e menor área superficial em pó. 

Com base nas micrografias obtidas após a realização das suspensões de 

NP em água UP e meios diluentes dos testes de toxicidade, observa-se 

que, devido a maior reatividade, a NP CuO-SIGMA apresentou maior 

estado de aglomeração em relação a NP CuO-LABTOX (tamanho em pó 

50-100nm e AS 10,45 m2/g), isso fez com que a NP CuO-SIGMA atuasse 

em blocos de aglomerados muito maiores do que seu tamanho em pó, 

diminuindo com isso a liberação de íons de cobre e consequentemente a 

sua toxicidade, pois com os resultados da cinética de liberação de íons de 

Cu nos meios diluentes, conclui-se que para as condições utilizadas para 

este estudo, a NP CuO-LABTOX e NC CuO-PANI ionizam também 

maior concentração de íons de cobre quando comparada, por exemplo, 

com a NP CuO-SIGMA que em pó, apresentava menor tamanho. 
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Com isso, podemos considerar também a segunda hipótese “se a 

toxicidade da NP CuO está relacionada com o seu tamanho e forma 

devido a sua maior reatividade, então quanto menor o estado de 

aglomeração, maior será a toxicidade da NP” como verdadeira, pois 

quanto menor o estado de aglomeração, maior será a toxicidade da NP 

principalmente devido à combinação entre tamanho, estabilidade da 

suspensão e diâmetro hidrodinâmico que leva a maior interação e 

liberação de íons de Cu, tanto no meio diluente, para D. magna, A. fischeri 

e S. subspicatus, como também nos compartimentos celulares da D. 
magna devido à presença de NP no seu intestino e nas algas S. 
subspicatus. 

Portanto, os resultados mostram que a NP CuO (em diferentes 

tamanhos) foi mais tóxica do que a MP em diferentes níveis da cadeia 

trófica: 

 Foi capaz de causar efeitos de toxicidade em microscrutáceo de 

água doce D. magna que são consumidores primários. 

 Afetou a emissão de bioluminescência das bactérias marinhas A. 
ficheri que são consideradas como decompositores primários. 

 Foi tóxica para as algas verdes S. subspicatus que são produtores 

primários e base da cadeia trófica, podendo com isso, interferir 

em todo sistema aquático. 

Além disso, é importante ressaltar que a NP e MP, por possuírem a 

mesma formulação química CuO, possuem um registro único no banco 

de dados do Chemical Abstracts Service (mesmo CAS number), no 

entanto apresentam características intrínsecas e efeito toxicológicos 

muito diferentes. Essa constatação mostra uma latente necessidade atual 

de uma correta e mais completa classificação de registro químico dos 

reagentes, uma vez que o tamanho do particulado deste reagente pode 

influenciar na sua toxicidade e não apenas sua composição química. 

 
 

 

 

 
 



96 

 

 

CAPÍTULO VI – CONCLUSÕES 

 

Este trabalho teve com objetivo geral avaliar os efeitos tóxicos da NP de 

CuO e MP de CuO em diferentes organismos aquáticos, de forma a 

elucidar qual o principal fator responsável pelos efeitos deletérios sobre 

estes organismos. As principais conclusões deste estudo podem ser 

agrupadas em dois grandes grupos, que estão apresentados a seguir. 

Quanto às avaliações de caracterização: 

 Tanto a NP como MP foram caracterizadas em água UP, e nos 

meios de cultivo ISO, M4, NaCl 2% e CHU através de MET, 

onde foi possível observar que NP e MP tendem a aglomera-se 

quando em meio líquido, levando-se em consideração a interação 

entre NP–NP e NP-meio diluente, através de forças de atração e 

repulsão. 

 As análises de DRX mostram que todas as NP e MP estão numa 

fase cristalina pura e com base nos picos dos difatogramas, o 

tamanho do cristalito de cada NP e MP, variaram entre 25-39 nm 

apresentando estrutura cristalina com geometria cúbica de fase 

centrada. 

 Com base AS foi possível obter que a NP CuO-SIGMA 

apresentou maior área superficial do que as demais NP e devido 

a isso, o seu estado de aglomeração foi maior do que as demais 

partículas (micrografias obtidas pelo MET). 

 Em relação à liberação de íons, foi possível concluir que a NP 

CuO-LABTOX liberou maior concentração de íons para todas as 

cinéticas realizadas. 

 Em relação ao Pz, observa-se que em cada meio de teste, as 

estabilidades das suspensões foram estatisticamente diferentes 

do que em água UP, e a estabilidade das suspensões está 

relacionada com o tamanho do diâmetro hidrodinâmico e pH das 

amostras, sendo que este resultado pode ser um interferente em 

relação à liberação de íons de Cu. 

 Observa-se que as NP possuem menor diâmetro hidrodinâmico, 

maior área superficial, são mais instáveis facilitando a liberação 

de íons de Cu. Observa-se que a liberação de íons de Cu foi maior 
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para a NP CuO-LABTOX em todas as cinéticas realizadas e a 

mesma se mostrou mais tóxicas para todos os organismos-teste. 

 Na cinética de liberação da fração solúvel de íons de Cu no tempo 

de contato de zero e 6 horas com o meio CHU, a NP pode liberar 

maior concentração de íons devido às características intrínsecas 

das NP, potencializando os efeitos toxicológicos em relação a 

MP. 

 Em relação à especiação química, observa-se que o CuO tanto na 

forma de NP como MP sofrem especiação com os compostos 

químicos presente no meio, formando complexos iônicos, 

interferindo com isso na toxicidade de cada amostra. 

Quanto às avaliações toxicológicas: 

 Numa visão mais ampla, para todos os organismos testados as 

NP CuO foram sempre potencialmente mais tóxicas que as MP 

CuO. 

 Dentre as NP testadas, para todos os organismos testados a 

sequência de toxicidade foi sempre NP CuO-LABTOX > NC 

CuO-PANI > NP CuO-SIGMA > NP CuO-MTI. 

 Nos testes de toxicidade aguda com D. magna, observou-se que 

a toxicidade está diretamente relacionada com as características 

intrínsecas das suspensões-teste que proporciona maior liberação 

de íons. Quanto menor o estado de aglomeração das NP, maior a 

toxicidade. Através da MET foi possível observar que NP estava 

presente no intestino da D. magna expostas, causando danos 

mitocondriais nas mesmas. 

 Nos testes de toxicidade crônica foi possíveis observar que tanto 

a NP como a MP afetaram os parâmetros reprodução e 

crescimento da D. magna, mas as NP apresentaram-se mais 

tóxicas. O NC CuO-PANI foi a NP mais tóxica para o parâmetro 

reprodução. A NP CuO-LABTOX foi a NP mais tóxica para o 

parâmetro crescimento. Não foi observado efeito em relação ao 

parâmetro longevidade. A toxicidade crônica em D. magna está 

diretamente relacionada as características intrínsecas das NP e 

MP e consequentemente a liberação dos íons de Cu. 

 Nos testes de toxicidade com A. fischeri observou-se que a 

toxicidade está relacionada com a diminuição dos processos 

metabólicos da bactéria devido a fatores-chaves de 

características específicas que levaram a maior liberação de íons 
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de Cu resultando assim na perda da bioluminescência da A. 

fischeri. 

 Após 6 horas de exposição à NP e a MP, houve uma diminuição 

na eficiência do PSII das algas verdes S. subspicatus. Todas as 

NP foram capazes de interferir no transporte de elétrons entre o 

PSII e PSI podendo assim comprometer todo o processo de 

fotossíntese da alga. Neste caso, a maior toxicidade da NP está 

relacionada com os dados apresentados de caracterização e 

também devido a maior bioacumulação em relação a MP. 

 Em relação à bioacumulação é possível concluir que a mesma 

ocorreu devido aos íons de Cu e devido a internalização de NP e 

MP. As algas S. subspicatus podem bioacumular maior 

concentração de íons de Cu provenientes das NP do que das MP. 

O aumento da concentração de Cu intracelular está relacionado 

com o tamanho hidrodinâmico da NP, estabilidade em suspensão 

e liberação de íons de Cu. 

 Houve um aumento na quantidade de ROS gerado nas algas S. 

subspicatus expostas a NP e MP, com a NP apresentando-se mais 

tóxica. Isso está relacionado devido a interações entre algas e NP 

e MP e devido à bioaculumação de íons de Cu. 

 Com base no tamanho é possível concluir que para efeitos 

toxicológicos, o estado de aglomeração e com isso o tamanho das 

NP em meio líquido é um dos principais responsáveis pela 

toxicidade, pois devido a combinação com o Pz, AS e pH podem 

liberar maior ou menor concentração de íons de Cu. 
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CAPÍTULO VII – RECOMENDAÇÕES 

 

Com base nos ensaios realizados neste trabalho e os resultados 

obtidos recomenda-se para a continuação e o aprimoramento dos 

conhecimentos: 

 

 Realizar emblocamento a fim de cortes para MET dos 

organismos expostos a NP e MP após 21 dias de teste. 

 Avaliar a bioacumulação em D. magna expostas a NP e 

MP. 

 Quantificar a geração de ROS em D. magna expostas a 

NP e MP após o teste de toxicidade aguda. 

 Avaliar a atividade enzimática de D. magna exposta a 

NP e MP CuO nos teste de toxicidade aguda e crônica. 

 Avaliar a atividade enzimática em algas verdes S. 
subspicatus em maior tempo de exposição. 

 Analisar todos os cortes feitos com os organismos D. 

magna e S.subspicatus com espectroscopia de raio –X 

por dispersão em energia (EDX) com o objetivo de 

confirmar a internalização de NP e MP. 
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CAPÍTULO IX – APÊNDICES 

A1. Artigo Rossetto et al.(2014ª) 
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A2. Artigo Rossetto et al.(2014b) 
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A3. Comportamento dos parâmetros reprodução e crescimento  

 

 

 

 

Suspensão-teste 
Concentração 

(mg/L) 

Reprodução 

(nº neonatos ±SD) 

Crescimento - nm 

(comprimento ±SD) 

NP CuO-MTI Controle 18,23±2,58 5,0±0,1 
0,9 17,10±2,36 4,5±0,3a,* 
1,9 17,98±3,32 4,4±0,3* 
3,9 18,14±7,45b,* 4,0±0,2* 
7,8 21,87±3,43a,* 4,4±0,4*  

NP CuO-SIGMA Controle 17,91±1,48 4,2±0,2 
0,09 19,53± 3,31  4,1±0,1* 

0,19 19,42± 3,80b,*  4,1±0,1* 
0,39 20,19± 2,38a,* 4,0±0,2* 
0,97 22,47±3,45 3,9±0,4a,* 

NP CuO-LABTOX Controle 23,11±1,5 5,0±0,1 
0,01 23,05±1,64 4,5±0,4*a 
0,03 24,47±8,20 4,3±0,3* 
0,06 23,47±3,60b,* 4,4±0,3* 
0,12 26,22±4,21a,* 4,6±0,2* 

NC CuO-PANI Controle 23,11±1,51 5,0±0,1 

0,01 25,40±4,6* 4,8±0,2a,* 
0,03 26,36±4,01* 4,5±0,3* 
0,06 25,02±4,72* 4,5±0,4* 
0,12 25,45±3,19a,* 4,6±0,3* 

MP CuO Controle 18,12±2,45 5,0±0,1 
7,8 19,31±2,12 4,6±0,4*, a 
15,6 17,65±3,10b 4,3±0,4* 
31,2 20,01±2,65*, a 4,2±0,4* 

62,5 19,48±2,32*, a 4,4±0,4* 
PANI Controle 13,50±2,38 4,7±0,2 

0,97 14,64±1,67 4,2±0,2b,* 
1,9 12,98±2,09b,* 4,1±0,3a,* 
3,9 11,05±1,94a,* 4,0±0,1 
7,8 10,91±2,19 3,6±0,3 

CuSO4 Controle 23,11±1,51 5,0±0,1 
0,6 25,46±4,06a,b* 4,6±0,6a,b* 


