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Todas as pessoas grandes foram um dia crianças, mas poucas se lembram disso. 

O pequeno príncipe 



RESUMO 

 

Devido à grande produção de bens de consumo contendo nanopartículas 

(NPs) e a possibilidade de biodisponibilidade destas para o meio ambiente, o 

interesse em estudar a toxicidade destes nanomateriais (NMs) vem aumentando. 

Esse interesse é mundial, devido a sua importância enquanto matéria-prima, bem 

como pela necessidade de se prevenir que os ecossistemas sofram efeitos danosos 

por este poluente, em especial ao óxido de zinco (ZnO). Este material é amplamente 

utilizado na fabricação de tintas antincrustrantes parapinturas de casco das 

embarcações e assim, oferece possibilidade de risco aos ecossistemas aquáticos. 

Portanto este trabalho tem por objetivo avaliar a toxicidade de nanobastão (NB) de 

ZnO sobre microalgas verdes Desmodesmus subspicatus (dulcícola) e a 

Tetraselmus chuii (marinha). Para esta avaliação foram realizados testes de 

toxicidade crônica e a determinação da atividade enzimática da catalase (CAT) para 

ambas as algas. O teste crônico foi realizado usando três concentrações diferentes 

de NB ZnO (0,1, 1,0 e 10 mg/L, mais um tratamento controle). Esse teste apresentou 

concentração de efeito observado (CEO) de 10 mg/L (72 h) para a D. subspicatus, e 

de 1,0 mg/L (24 h) para a microalga marinha T. chuii. A concentração de efeito não 

observada (CENO) para a D. subspicatus foi determinada como 1,0 mg/L (72 h) e 

para a T. chuii mostrou < 0,1 mg/L (24 h). Foi observado ainda, que para a microalga 

T. chuii nos tempos de 48 e 72 h as uma recuperação da densidade celular, quando 

comparado ao teste controle. Nos testes de atividade enzimática foi possível 

observar que assim como o teste de toxicidade crônica para a D. subspicatus a 

enzima CAT mostrou um resultado significativamente diferente dos outros para a 

concentração em 10 mg/L, entretanto para a T. chuii não foi observada alteração 

significativa da atividade da CAT. Com base nesses resultados, é possível verificar 

que a microalga D. subspicatus demostrou-se mais sensível aos efeitos do NB ZnO 

na concentração de 10 mg/L em 72h onde foi observado também uma elevação 

quanto ao estresse que essa alga estava sofrendo na mesma concentração. Para a 

microalga marinha T. chuii observou-se efeitos crônicos significativos na densidade 

celular apenas no tempo de 24h. Esse comportamento diferenciado pode indicar o 

comportamento resiliente deste organismo. Os resultados desse estudo evidenciam 

a importância de conhecermos melhor o potencial toxicológico dos NB ZnO sobre 

microalgas verdes de ambientes distintos e avaliar a resposta toxicológica dessas 

algas em seus meios de cultura.   



 

ABSTRACT 

 

 Due to the large production of consumer goods containing nanoparticles and 

the possibility of their bioavailability to the environment, the interest in studying the 

toxicity of these nanomaterials is increasing. This interest is worldwide because of its 

importance as a raw material, as well as the need to prevent ecosystems from 

suffering harmful effects from this pollutant, especially zinc oxide (ZnO), widely used 

in the manufacture of anti-fouling paints that are used in the painting of vessel hulls 

and thus offering possibility of risk to the aquatic ecosystems. Therefore, this study 

aims to evaluate the nanorod’s (NR) toxicity of ZnO on green microalgae 

Desmodesmus subspicatus (freshwater) and Tetraselmus chuii (marine). For this 

evaluation, chronic toxicity tests and the evaluation of catalase enzymatic activity 

(CAT) were performed for both algae. The chronic test was performed using three 

different concentrations of NR ZnO (0.1, 1.0 and 10 mg/L, and one control 

treatment). This test had a concentration of observed effect (COE) of 10 mg/L (72 

hours) for D. subspicatus, and 1.0 mg/L (24 hours) for the marine microalgae T. chuii. 

The concentration of unobserved effect (CUE) for D. subspicatus was determined as 

1.0 mg/L (72 hours) and for T. chuii it showed <0.1 mg/L (24 hours). It was also 

observed that for the microalgae T. chuii, there is a cell density recovery at 48 and 72 

hours, when compared to the control test. In the enzymatic activity tests it was 

possible to observe that correspondingly to the chronic toxicity test for D. 

subspicatus, the CAT enzyme showed a significantly different result for the 

concentration at 10 mg/L, for T. chuii however, no change was observed of CAT 

activity. Based on these results, it is possible to verify that the D. subspicatus 

microalgae was shown to be more sensitive to the effects of NR ZnO at the 

concentration of 10 mg/L in 72 hours where a stress elevation was also observed 

that this algea was suffering in the same concentration. For the marine microalgae T. 

chuii it was observed significant chronic effects in the cell density in the 24 hour 

period of time only. This differentiated behavior may indicate the resilient behavior of 

this organism. The results of this study show the importance of further exploring the 

toxicological potential of NR ZnO on green microalgae from distinct environments 

and to evaluate the toxicological response of these algae in their culture media. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A privilegiada situação geográfica e a diversidade de recursos naturais que a 

zona costeira oferece, são fundamentais para as atividades que o homem vem 

exercendo, como alimentação, energia, recreação e transporte, que influenciaram 

para que a população se concentrasse nessas regiões. Segundo Bird (1985), 

aproximadamente 60% da população mundial vive a uma distância inferior a 60 km 

da linha de costa. No Brasil este cenário não é diferente, sendo a maioria das 

regiões metropolitanas localizadas em áreas costeiras onde estão instalados 

grandes polos industriais e sistemas portuários (SOUZA et al., 2007).  

Nas últimas décadas, a atividade antrópica vem causando grandes impactos 

aos ambientes aquáticos, gerando danos muitas vezes irreversíveis a esses 

ecossistemas (MOURA et al., 2011; SOUSA, 2002).  

Devido ao avanço rápido da nanotecnologia (NT), os NM estão sendo cada 

vez mais usados na indústria, em setores como o coméstico e de saúde (NEL et al., 

2006). Estes NM podem ser aplicados tanto em sua forma pura como após a 

modificação e/ou funcionalização da superfície com NPs, polímeros, surfactantes ou 

ligantes, que modificam as propriedades e melhoraram o desempenho do material 

(KANGO et al., 2013). A modificação da superfície do NM também pode alterar suas 

propriedades toxicológicas, resultando em um aumento da toxicidade (Perreault et 

al., 2012; VICENTINI et al., 2017), redução do toxicidade (BOŽIČ et al., 2017) ou, 

ainsa no efeito da toxicidade do NM (WALLIN et al., 2017). 

Esse avanço da NT, ao mesmo tempo em que potencializou a produção, 

trazendo uma fase industrial e inovadora mais eficiente, também trouxe impactos em 

relação à degradação do meio ambiente, devido tanto à carência histórica de 

legislação específica de controle ambiental quanto ao desconhecimento do potencial 

poluidor de grande parte das substâncias desenvolvidas durante este processo 

histórico (ROSSETTO, 2012). 

 A NT tem aberto muitas e variadas perspectivas para a indústria, e segundo 

Paschoalino et al. (2010), já em 2010 era uma das vertentes da ciência que mais se 

desenvolvia, despertando interesse 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; VAN DE VOORDE, 2014).  
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Com o progresso da NT e o aumento da produção de NM, aumenta também a 

sua aplicabilidade em diversos produtos, trazendo questões preocupantes, em 

especial quanto ao seu potencial risco toxicológico, (SEATON; DONALDSON, 2005). 

Sabe-se pouco ainda sobre seus potenciais efeitos, o que desperta um interesse 

mundial em estudos de toxicologia dos NMs, principalmente pela necessidade de se 

prevenir que os ecossistemas possam sofrer efeitos danosos oriundos do uso de 

produtos que se utilizem destes materiais (MIDANDER et al, 2009).  

Ao descartar esses produtos que contenham os NM em sua composição, 

esse material pode se tornar disponível no ambiente, dessa forma, tornam-se 

potenciais poluidores, a medida que estejam biodisponíveis (LOVERN et al., 2007). 

A incorporação desses NM através da pele, mucosas e membranas celulares se 

torna mais fácil devido ao seu tamanho reduzido (SERVICE, 2004). Dentro da célula, 

os NM podem desencadear diversos mecanismos de toxicidade, entre eles o 

estresse oxidativo de determinadas organelas, resultando num desequilíbrio redox, 

levando então a disfunção e morte celular (XIA et al., 2006; LONG et al., 2006). O 

ambiente aquático, pode sofrer impactos quanto ao uso dos NM, uma vez que esse 

ambiente é o receptor final de toda a poluição antropogênica. 

Grande extensão do nosso planeta é coberto de águas, doces ou marinhas. 

Nesta imensa ―solução‖ destaca-se a diversidade de organismos, entre eles as algas 

(VIDOTTI E.C; ROLLEMBERG. M.C E, 2004). As algas são consideradas as 

reguladoras de muitos ecossistemas por existirem em grande escala e serem a 

principal produtora primária em muitos ambientes (KNIE; LOPES, 2004). Porém, 

nesses diferentes ambientes, existem diferentes espécies de algas que estão 

expostas a diferentes fatores bióticos e abióticos, fazendo que com o passar dos 

anos as algas buscassem meios de se adaptar, visto que organismos sensíveis a 

mudanças tanto, físicas, químicas, biológicas, geológicas ou até mesmo sociais. 

(VIDOTTI E.C; ROLLEMBERG.M.C E, 2004). 

No último século, as algas têm sido utilizadas como indicadores de poluição 

aquática de qualidade hídrica, de periculosidade de substâncias químicas (KNIE; 

LOPES, 2004). As clorofíceas mais especificamente são utilizadas como 

bioindicadores da qualidade da água e de seu estado trófico, pois possuem uma 

resposta previsível às alterações ambientais diversas (KORHONEN; KÖNGAS; 

SOININEN, 2013). Portanto, são amplamente utilizadas em estudos de toxicologia 

ambiental.  
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1.1 JUSTIFICATIVA  

 

Neste contexto, este trabalho vem contribuir para o desenvolvimento da 

nanotoxicologia preventiva na medida em que se propõe a investigar a toxicidade de 

NB ZnO sobre microalgas verdes de ecossistemas dulcícolas e marinhos, fazendo a 

comparação desses ecossistemas distintos, para entender melhor como que o 

NBZnO se comporta em cada ambiente, facilitando então uma melhor avaliação 

quanto ao potenciais riscos que esses NM podem causar para toda uma cadeia 

trófica que pode terminar no consumo de organismos pelo homem. Este estudo 

também prevê contribuir para a elaboração mais precisa de uma avaliação quanto 

ao potencial risco toxicológico, uma vez que existe pouca regulamentação quando 

ao potencial risco dos NM para os ambientes aquáticos. 

 

1.2 OBJETIVOS 

 

1.2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar a toxicidade de NB ZnO sobre microalgas verdes de ecossistemas 

dulcícolas e marinhos. 

 

1.2.2 Objetivos específicos 

 

Para atingir ao objetivo geral, alguns objetivos específicos foram delineados 

conforme descritos a seguir: 

 Caracterizar o NB ZnO nos meios de cultivo F2 e LC-Oligo. 

 Avaliar a toxicidade crônica do NB ZnO sobre a microalga verdes 

dulcícola Desmodesmus subspicatus; 

 Avaliar a toxicidade crônica do NB ZnO sobre a microalga verde marinha 

Tetraselmis chuii;  

 Avaliar a atividade enzimática da catalase na presença do NB ZnO para 

microalgas verdes D. subspicatus e T. chuii. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

2.1 NANOTECNOLOGIA (NT) 
 

A utilização de compostos desenvolvidos como base na NT cresceu nos 

últimos anos (MIDANDER et al, 2009). O prefixo ―nano‖ está relacionado a uma 

escala de tamanho em que um nanômetro é igual a um bilionésimo do metro ou um 

milionésimo do milímetro. Dessa forma, para a classificação em escala nano, é 

preciso que o material apresente pelo menos uma dimensão na escala nanométrica 

(LISBOA-FILHO; MONTEIRO, 2013; NNI, 2013). 

Os NMs são empregados para fins comerciais em produtos como tintas, 

plásticos, lubrificantes industriais (MIDANDER et al, 2009), revestimentos anti-

incrustantes (ISAZA et al., 2011), revestimentos metálicos, cosméticos que possuam 

a função de proteção UV (KLEINE et al., 2008), em pesticidas e solventes 

organoclorados (PETOSA et al., 2010). Esses NMs ainda podem ser bastante 

utilizados na área da saúde como uma forma de contraste de imagem biomédica e 

terapias contra o câncer (GRIFFITT et al., 2008; STUDER et al., 2010).  

De acordo com o The Project on Emerging Nanotechnologies (2014), o 

número de produtos que contenha NMs passou de 54 em 2005 para 1628 em 2013. 

Já as estimativas de produção mundial de NMs de óxidos metálicos atingiram no 

ano de 2012 mais de 270.041 toneladas, podendo atingir de 1.663.168 toneladas em 

2020 (RESEARCH; MARKETS, 2013).  

 A crescente e ampla utilização dos NM, está relacionada ao fato deles, 

possuírem características que favorecem a fabricação de produtos melhorados, 

devido ao menor tamanho da partícula, forma variada e da maior área superficial 

(JIANG et al., 2008). Contudo, com o desenvolvimento da NT e a inserção de novos 

NMs e produtos em quase todos os setores, vê-se a necessidade de uma criteriosa 

avaliação da segurança e dos riscos de exposição a estes novos NMs. Esses 

métodos de avaliação devem prever com segurança e avaliar o espectro de 

possibilidade dos efeitos, a partir dos possíveis riscos à saúde e riscos associados à 

exposição aos NMs (JONES; GRAINGER, 2009).  

 A NANOReg foi o primeiro projeto da União Européia (UE) que 

combina as questões e necessidades das autoridades reguladoras e legislativas 

com a comunidade científica relacionados à segurança dos NMs, fornecendo assim 

o conhecimento necessário para encontrar respostas inequívocas. Dessa forma, 
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estudos vêm sendo realizados quanto a NT e seus riscos (ROSSETTO, 2012; 

MELEGARI et al., 2012). ). Atualmente, somente a União Europeia e a Suíça 

possuem legislações específicas quanto à regulamentação de nanomateriais 

(AMENTA et al., 2015). 

 No Brasil, o desenvolvimento da produção em NT cresceu nos últimos 10 

anos atingindo em 2015 inúmeras empresas. A expectativa era de um mercado de 

US$ 15 bilhões (CONFAP, 2015). Com políticas de incentivo ao setor desde 2001, 

as pesquisas se concentraram nos laboratórios SisNANO, que contaram com 

investimentos da ordem de R$ 309,5 milhões no período de 2004 a 2014, e já 

desenvolvem estudos em NT numa interface entre universidades e empresas 

(SISNANO, 2015).  Mesmo com o esforço de vários países, principalmente os 

europeus (e inclusive o Brasil), para criar uma regulamentação quando ao uso dessa 

nova tecnologia, não existe uma política pública específica que controle e monitore 

os efeitos que os NM podem causar para o meio ambiente e para a saúde pública 

(ROSSETT, 2012). Entretanto, já existem alguns exemplos de normas e 

regulamentações mundiais que são usadas como as normas ISO: ISO/TR 

16197:2014; ISO/TR 13014:2014, ISO/TS 12901-2:2014. Assim, na UE existe um 

esforço para criar regulamentações fortes e com embasamento, principalmente 

quando se trate de segurança relacionada à NT. No Brasil, a FUNDACENTRO esta 

incentivando a pesquisa na área de segurança em NT. 

 Segundo a NANOReg, o potencial inovador e econômico dos NM 

manufaturados está ameaçado pela compreensão limitada dos aspectos de 

segurança destes NMs. No entanto, o conhecimento de hoje não é abrangente o 

suficiente para fins de regulamentação, respondendo perguntas abertas é 

urgentemente necessário. Por isso a NANOReg fornece as respostas à sociedade 

indústrial e às autoridades nacionais de regulamentação e legislação. Os principais 

objetivos da NANOReg são: (1) fornecer aos legisladores um conjunto de 

ferramentas para avaliação de risco e instrumentos de tomada de decisão a curto e 

médio prazo, coletando dados e realizando avaliações de risco piloto, incluindo 

monitoramento e controle de exposição, para um número selecionado de 

nanomateriais usados em produtos; (2) desenvolver, em longo prazo, novas 

estratégias de teste adaptadas a um elevado número de NMs, onde muitos fatores 

podem afetar seu impacto ambiental e de saúde. É importante estabelecer uma 

estreita colaboração entre as autoridades e a indústria no que diz respeito ao 

conhecimento necessário para uma adequada gestão de riscos dos NMs, e criar a 
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base para abordagens comuns, conjuntos de dados mutuamente aceitáveis e 

práticas de gestão de risco. 

É primordial que esses possíveis riscos das NPs sejam avaliados, de modo a 

se criar uma legislação internacional que regule a produção e o descarte de 

materiais que utilizam NPs (SEATON, 2009) 

 

 

2.1.1 Nanomateriais (NMs) 

 

Na escala nanométrica, os materiais apresentam propriedades distintas dos 

seus equivalentes em escalas maiores, como por exemplo, elevada área superficial 

e reatividade (GONÇALVES et al., 2018). Tais propriedades vão interferir também na 

interação NM-meio e NM-compartimentos biológicos, alterando seu tempo de 

persistência no meio ambiente, biocompatibiliade e toxicidade (ROSSETTO, 2016; 

LOPES et al., 2014; SANTO et al., 2014).  

Os NMs são materiais que variam na escala de 1 e 100 nm em pelo menos 

uma de suas dimensões (PASCHOALINO et al., 2010). Conforme os 

aprimoramentos nas tecnologias vão surgindo, e que novos produtos são 

desenvolvidos, os riscos iminentes quanto ao uso de NPs poderão ser evidenciados. 

Cattaneo et al., (2009) afirmam que apenas 10% dos estudos toxicológicos 

com nanocompostos são realizados com organismos de água marinhas ou 

estuarina, utilizando meio natural ou artificial, contra mais de 60% de estudos 

realizados com organismos de água doce, desta forma, ressalta-se a importância da 

realização de pesquisas com organismos marinhos, especialmente aqueles 

representativos para o ecossistema e que possuam fácil aquisição e manutenção em 

laboratório, tenham estabilidade genética entre outras características.  Dessa forma 

o objetivo deste estudo foi expor duas algas verdes de ambientes aquáticos 

diferentes, as mesmas concentrações de NPs de ZnO e avaliar o seu 

comportamento. 

 

2.1.2. ZnO em Escala Nanométrica 

 

 Dentre os diversos NMs desenvolvidos, o ZnO se destaca dentre os óxidos 

metálicos pela grande versatilidade físico-química e por isso, vem, sendo utilizado 

para a formação de nanoestruturas com diferentes morfologias, tais como NPs 
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nanotubos, NBs, entre outras morfologias complexas (GONÇALVES et al., 2018).  

Esse fato se deve a suas superfícies polares bastante estáveis, fácil cristalização e 

boas propriedades físico-químicas (SOUZA et al., 2014). Sabe-se agora, que o 

tamanho das partículas e a morfologia das partículas de ZnO pode ser controlado 

convenientemente usando agentes estabilizadores de superfície adequados ou 

surfactantes (NAIR et al., 2008).  

Dentre as diversas aplicações, o uso de NMs ZnO incorporado em 

membranas de ultra e nanofiltração, o tornou um dos materiais mais adequados para 

melhorar a compatibilidade de membranas compósitas com a água devido sua alta 

hidrofilicidade (BALTA et al., 2012; CHUNG et al., 2015; HONG, 2012). Além disso, 

sua natureza antibacteriana (BALTA et al., 2012; CARVALHO et al., 2014; NG et al. 

2013) e a capacidade de absorver e/ou dissipar a radiação ultravioleta, favorece seu 

desempenho como anti-incrustante e estende a vida útil de utilização das 

membranas, a um  custo mais baixo quando comparado a NM, com propriedades 

semelhantes, tais como o TiO2 e o Al2O3 (BALTA et al., 2012; LIANG et al., 2012).  

 Dentre as NPs comercializadas, as NPs ZnO, alvo deste estudo, são 

amplamente utilizadas na fabricação de tintas anti-incrustantes para revestimento de 

barcos, navios e estruturas submersas (GONÇALVES et al., 2018).  Portanto, 

considerando a quantidade de embarcações que navegam diariamente pelas águas 

do planeta e seu crescente aumento, estas tintas tornam-se uma potencial fonte de 

contaminação dos ecossistemas aquáticos, devido à liberação de íons e NPs 

advindos da sua decomposição (ALMEIDA et al., 2007; SAISON, 2010).  

 Os NM ZnO também são cada vez mais frenquentes na  fabricação de 

protetores solares (SESHADRI., 2004). Pesquisadores italianos calcularam que pelo 

menos 25% do protetor solar aplicada sobre a pele é lavada durante o banho e 

natação (DANOVARO et al., 2008)  implicando que 250 toneladas desses NMs 

podem ser potencialmente descarregadas no meio marinho (WONG et al., 2009). 

Outra ultilidade para os NM ZnO é em processamento de cerâmica e borracha, em 

tratamento de águas residuais como fungicida (WANG et al., 2008). 

A geração de espécies reativas como OH−, H2O2 e O2 2− é explicado da 

seguinte forma. Como o ZnO pode ser ativado tanto por UV quanto luz visível, pares 

de elétrons-furos (e-h + ) podem ser criado,  dividindo moléculas de H2O (a partir da 

suspensão de ZnO) em OH e H +.  As moléculas de oxigênio dissolvido são 

transformadas em ânions radicais superóxido (• O – 2 ), que por sua vez reage com 

H + gerar (HO2 • ) radicais, que após colisão subseqüente com elétrons produzem 
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ânions de peróxido de hidrogênio (HO2 -) (PADMAVATHY; VIJAYARAGHAVAN ., 

2008) 

ZnO + hv → e − + h+ ;                                                   (Equação1) 
 

h + + H2O →•OH + H+ .                                               (Equação 2) 
 

 e − + O2 →•O2 
−  ;                                                      (Equação 3) 

 
•O2 + H+ → HO2 

•                                                        (Equação 4) 
 

HO2 
• + H+ + e− → H2O2                                                (Equação 5)  

 

               Com isso, faz-se necessário ampliar os estudos na área de toxicologia 

deste NM para organismos aquáticos, em especial as algas que possuem grande 

importância para a manutenção e regulação dos ecossistemas aquáticos e 

terrestres, além de serem produtoras primárias, importantíssimas para a cadeia 

trófica e absorverem metais traços da água (KNIE; LOPES, 2004).  

 

2.2 ECOTOXICOLOGIA 

 

O estudo científico sobre os efeitos adversos causados aos organismos vivos 

por substâncias químicas é chamado de toxicologia. Assim, a toxicologia tem como 

objetivos principais a identificação dos riscos associados a exposição de 

determinada substância e a verificação das condições de exposição a que estes 

efeitos são induzidos (HODGSON, 2004).  

De acordo com Ramade (1997), a ecotoxicologia é uma ciência que tem por 

objetivo estudar as modalidades de contaminação do ambiente pelos poluentes 

naturais ou sintéticos, produzidos por atividades humanas, seus mecanismos de 

ação e seus efeitos sobre o conjunto de seres vivos que habitam a biosfera. Assim, 

a ecotoxicologia, é um dos ramos da toxicologia, que nasceu como uma ferramenta 

do monitoramento ambiental (MAGALHÃES; FERRÃO, 2008). Seus estudos 

exploram os efeitos de estressores químicos sobre os sistemas biológicos, onde 

testes são aplicados a fim de avaliar o potencial risco ambiental dos contaminantes 

e, grande parte dos seus resultados é interpretada com relação à degradação do 

ambiente, dos organismos e os riscos associados a eles. 

A toxicologia ambiental visa a avalição de agentes tóxicos, seus 

metabolismos e produtos da degradação no ambiente e nas cadeias alimentares, e 

seus efeitos prejudiciais sobre os organismos e as populações, a fim de estudar os 

riscos associados a estes agentes (COSTA et al., 2008). De acordo com Hodgson 
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(2004), a toxicologia ambiental considera que a sobrevivência humana é dependente 

do bem-estar de outras espécies e da disponibilidade de ar, água, solo e alimentos 

limpos. 

 

2.2.1 Testes de toxicidade clássicos 

 

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 sobre organismos vivos (ROSSETTO, 2012). A partir de 1975 

foram desenvolvidos e adaptados vários métodos de ensaios de toxicidade, 

utilizando alguns grupos e espécies de organismos, entre os quais se destacam as 

algas, microcrustáceo e peixes (MAGALHÃES; FERRÃO, 2008 

Vários ensaios de toxicidade estão bem estabelecidos, sendo alguns 

padronizados nacional e internacionalmente por associações ou organizações de 

normalização, como a Associação Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), 

Association Française de Normalisation (AFNOR), Organisation for Economic Co-

operation and Development (OECD), American Society for Testing and Materials 

(ASTM), American Water Works Association (AWWA), International Organization for 

Standardization (ISO) e United States Environmental Protection Agency (USEPA) 

(ARAGÃO;  ARAÚJO, 2006). Os testes de toxicidade podem medir os efeitos 

agudos, subagudos ou crônicos causados por determinada substância aos 

organismos, tais efeitos são avaliados com metodologia específica, sendo os testes 

agudos e crônicos os mais utilizados (PASCHOALINO et al., 2010).  

Os estudos de toxicidade aguda visam demonstrar a ocorrência de efeito 

adverso num curto período, de acordo com procedimentos protocolares (AZEVEDO 

E CHASIN, 2003). Trata-se da administração de uma única dose (ou concentração) 

e avaliar o seu efeito num curto período de tempo (concentração X tempo, nos 

estudos de toxicologia). Os resultados dos testes de toxicidade aguda em um 

determinado meio são expressos em concentração letal média (CL50) ou a 

concentração efetiva média (CE50), ou seja, concentração do agente tóxico que 

causa mortalidade ou imobilidade (respectivamente) a 50% dos organismos 

expostos depois de um determinado tempo de exposição (MAGALHÃES; FERRÃO-

FILHO, 2008). Segundo ABNT (2004a) o teste de toxicidade aguda é definido como 

uma propriedade potencial que o agente tóxico possui de provocar um efeito 

adverso grave, ou mesmo a morte, em consequência de sua interação com o 
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organismo, após exposição a uma única dose elevada ou repetidas doses em um 

curto espaço de tempo. 

Para a norma da ABNT 12648 (2011), os testes de toxicidade crônica são 

aqueles que avaliam os efeitos deletérios causados pelas amostras sobre os 

organismos-teste, que pode abranger a totalidade do seu ciclo de vida ou parte dele, 

no período de exposição do ensaio. Segundo Adam et al., (2014) avaliar os efeitos 

crônicos das NPs é importante em termos de ambientes, uma vez que refletem 

cenários mais realistas do que os ensaios agudos. Os resultados dos testes crônicos 

são expressos em termos de concentração de efeito não observado (CENO) que a 

maior concentração do químico testado que não causa efeito significativo, e 

concentração de efeito observado (CEO) que é a menor concentração do químico 

testado que causa efeito significativo, sempre comparado a um controle negativo, 

aonde os organismos não são expostos ao contaminante. 

 

2.3 AVALIAÇÃO DO ESTRESSE OXIDATIVO PELA ATIVIDADE ENZIMÁTICA 

 

O estresse oxidativo é um processo natural que ocorre durante o metabolismo 

celular, que quando em condições normais, são responsáveis pela defesa celular. 

Porém, quando em condição desfavoráveis, onde há um aumento de espécies 

reativas de oxigênio (ERO) no meio, o sistema de defesa amplia seu arsenal 

enzimático e não enzimático para controlar os níveis intracelulares destas moléculas 

(VALKO et al. 2006). Dessa forma, o estresse oxidativo é uma alteração no balanço 

entre oxidantes e antioxidantes, favorecendo o oxidante e causando um distúrbio. 

(HALLIWELL, 1996).  

O estresse oxidativo pode ter como consequência uma adaptação ou a lesão 

celular. No caso da adaptação, as células podem tolerar o estresse oxidativo, por 

meio da autorregularão da síntese de defesas antioxidantes, restabelecendo o 

equilíbrio, porém há um gasto metabólico envolvido. Já a lesão, é o resultado de 

estímulos químicos ou fisiológicos, que alteram a homeostase da célula (apud 

GUARIENTI, 2009, p 20). O principal alvo, ou seja, a região da célula, a organela 

que será afetada pelo estresse oxidativo varia de acordo com cada célula, o tipo de 

exposição e a severidade do estresse (FRIDOVICH, 1998). O funcionamento das 

células pode mudar devido a esse distúrbio, podendo resultar até na morte celular, 

uma vez que essas alterações podem levar a uma produção excessiva de ERO, 

acarretando na peroxidação das membranas celulares (SAGARA et al., 1998). 
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2.3.1 Respostas às ERO  

 

As enzimas antioxidantes contribuem na resposta de organismos ao estresse 

para proteger suas células dos efeitos citotóxicos das ERO. Algumas dessas 

enzimas antioxidantes são superóxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase 

(APX), glutationa redutase (GSH), peroxiredoxina (Prx), catalase (CAT), polifenol 

oxidase (PPO), e além de seus metabólitos, como a glutationa, ácido ascórbico, α-

tocoferol e carotenóides (SCANDALIOS, 1993; INZÉ ; MONTAGU, 1995 ; MITTLER, 

2002).  

As respostas adequadas às mudanças ambientais são cruciais para o 

crescimento e sobrevivência dos organismos. Apesar disso, os mecanismos 

moleculares e bioquímicos que regem estas respostas ainda são pouco 

compreendidos. As ERO podem agir causando danos ou como moléculas 

sinalizadoras que ativam múltiplas respostas de defesa ( ROSSETTO, 2012). Essas 

funções podem ser obtidas quando os níveis celulares de ERO são bem controlados 

tanto na produção quanto no consumo, (BREUSEGEM et al., 2001; NETO et al., 

2005, GADJEV et al., 2006). O nível e o tipo das ERO são fatores determinantes 

para o tipo de resposta. 

Os radicais livres são átomos, grupos de átomos ou moléculas que possuem 

elétrons livres não pareados em sua camada orbital externa e por isso apresentam 

instabilidade e elevada reatividade (KIRKHAM; RAHMAN, 2006). Contudo, as EROs 

incluem as espécies radicais livres e outras que apesar de não possuírem elétrons 

desemparelhados, são altamente reativos devido sua instabilidade química 

(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). 

 

2.3.2 Catalase (CAT) 

 

 

 A CAT é uma hemeproteína citoplasmática que catalisa a redução do 

peróxido de hidrogênio (H2O2) a água (H2O) e oxigênio (O2) (FERREIRA; 

MATSUBARA, 1997). A CAT é uma enzima que ajuda a diminuir a quantidade de 

energia necessária na reação química que ocorre durante o consumo de H2O2 na 

célula. Então, essa enzima faz a quebra do H2O2 produzida nas células. O princípio 

do ensaio da atividade da CAT baseia-se em avaliar o consumo do substrato H2O2, 
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uma unidade de CAT decompõe 1,0 µM de H2O2 em O2 e H2O por minuto em pH 7 e 

25°C com uma concentração de substrato de 10 mM de H2O2.de acordo com a 

Equação 1 a seguir: 

  

H2O2      H2O + ½ O2     (Equação 6) 
 

  

2.4 CARACTERIZAÇÃO DO NM 

 

Para a caracterização do NB ZnO em suspensão, foram avaliados o tamanho 

hidrodinâmico e o Pz. O tamanho hidrodinâmico é uma característica utilizada para 

definir o tamanho das partículas em meio diluente, através do movimento Browniano 

das partículas (MALVERN, 2004). Esta técnica é muito conhecida e empregada na 

literatura científica da área (GRIFFITT et al., 2008; MELEGARI et al., 2013 e 

GONÇALVES et al., 2018). Esses métodos são empregados para caracterizar o 

agente tóxico testado nos ensaios, de forma a avaliar a influencia que o meio de 

cultura pode interferir quanto ao tamanho do NM e da força iônica presente, uma vez 

que a força iônica pela presença de vários íons altera diâmetro hidrodinâmico do NM 

pela formação de aglomerados, como foi observado por Gonçalves et al., (2018). Em 

estudo realizado por Gonçalves et al., (2018), os NM de ZnO foram caracterizados 

nos meios ISO e M4 em comparação com a suspensão em água ultrapura (UP).  

Gonçalves et al., (2018) verificou que o diâmetro hidrodinâmico do NM foi maior para 

os meios ISO e M4 do que quando dissolvido em água UP, devido a maior força 

iônica presente nos meios de cultura, resultando num maior efeito de aglomeração 

dos NM e num aumento no tamanho hidrodinâmico. 

Outra maneira de caracterizar a suspensão-teste é utilizando as medidas do 

Pz das partículas. A medida do Pz é realizada através da técnica de mobilidade 

eletroforética, ou seja, através da medida das cargas superficiais de amostras 

submetidas a uma diferença de potencial (SCHAFFAZICK et al. 2003). O Pz é o 

potencial elétrico no plano hidrodinâmico de cisalhamento, ou seja, é o potencial 

existente entre a superfície das partículas e o líquido de dispersão. Ele determina se 

as partículas dentro de um líquido tendem a permanecerem juntas ou não, dando a 

estabilidade das suspensões coloidais (MALVERN, 2004). Quando o valor de Pz for 

elevado, tanto positiva quanto negativamente, as partículas em suspensão tendem a 

se repelir; tornando-se mais estável. Já valores de Pz próximos de zero, indicam que 

  CAT 
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as partículas tenderão a se unir e consequentemente decantar, tornando-se a 

suspensão mais instável. De modo geral, a divisão entre suspensões estáveis e 

instáveis é geralmente considerada em valores a partir de +30 mV ou -30mV. As 

partículas com Pz >+30 mV ou <-30 mV são normalmente consideradas estáveis 

(MALVERN, 2004). Essas considerações foram observadas em estudos realizados 

por Rosseto, (2012), Perreault et al., (2012), Melegari et al., (2013), Perreault et al., 

(2014) e Gonçalves et al., (2018). 

 

2.5 ORGANISMOS-TESTE 

 
Uma espécie pode ser utilizada em testes de toxicidade quando ela apresenta 

alta sensibilidade a uma diversidade de agentes químicos. Sua sensibilidade deve 

ser relativamente constante, de maneira que possibilite a obtenção de resultados 

precisos, garantindo, assim, boa repetibilidade e reprodutibilidade dos resultados 

(PALVIC et al., 2005). Portanto, são necessários conhecimentos sobre a biologia da 

espécie, como aspectos reprodutivos, hábitos alimentares, fisiologia e 

comportamento, tanto para seu cultivo quanto para a realização dos testes 

(AZEVEDO; CHASIN, 2003).  

Nesse estudo foram utilizadas duas algas que pertencem ao filo Chlorophyta, 

as Clorophytas que são compostas pelas algas verdes, extremamente abundantes 

nos ambientes aquáticos, onde é um dos mais importantes componentes do 

fitoplâncton.  As algas verdes são responsáveis pela maior parte da produção de 

oxigênio molecular disponível no planeta a partir da fotossíntese, habitando águas 

doces ou salgadas (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004). Essas algas são 

caracterizadas por cloroplastos com membrana dupla, reserva de amido, tilacóides 

empilhados e presença de clorofila a e b. Dessa forma para este trabalho foram 

escolhidas as microalgas verdes S. subspicatus e T. chuii.  

A microalga D. subspicatus, pertence ao filo Chlorophyta à classe 

Chlorophycea, ordem Sphaeropleales e família Scenedesmoidea (GODINHO et al., 

2010). Essa microalga é uma alga verde planctônica, que faz parte do grupo dos 

produtores primários nos ecossistemas de água doce (KNIE; LOPES, 2004). 

Quando na natureza, a D. subspicatus forma colônia de seres unicelulares de 5 ou 6 

células, ao passo que no cultivo em laboratório ela se mostra, frequentemente, 

solitária (KNIE; LOPES, 2004). As respostas refletem-se tanto no número, quanto na 

composição e espécies, as quais funcionam como sensores confiáveis da 
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integridade biológica e das condições físico-químicas em rios e lagos (ROUND; 

CRAWFORD; MANN, 1990; STEVENSON, 1996; STOERMER; SMOL, 1999; 

POTAPOVA; CHARLES, 2007; STENGERKOVACS et al., 2007).  

A microalga T. chuii é uma alga unicelular, pertencente ao filo Chlorophyta à 

classe Prasinophyceae, ordem Chlorodendrales e família Chlorodendracea (HOEK 

et al., 1995; TOMASELLI, 2004). Essa microalga habita ambientes marinhos, exibem 

altas taxas de crescimento e são usadas, normalmente, em cultivos como alimento 

para larvas de moluscos bivalves (LAING; AYALA, 1990).  A T. chuii é conhecida 

pela alta mobilidade, e abundância em vários ecossistemas marinhos, onde suas 

populações são frequentemente um importante componente do fitoplâncton, e tem 

sido amplamente utilizada como representante de produtores primários 

(DAVARPANAH; GUILHERMINO, 2015).  

A escolha destas microalgas como foco deste estudo foi motivada devida pela 

posição na cadeia trofica, disponibilidade das cepas e devido às recomendações da 

ABNT. As microalgas são representantes significativos de ambientes aquáticos, 

onde são à base da cadeia trófica, servindo de alimentos para outros organismos, 

além de destacar-se na manutenção do equilíbrio do ambiente aquático, pois 

participam do ciclo biogeoquímico, especialmente nos ciclos do carbono, oxigênio, 

nitrogênio, fósforo e silício (KNIE; LOPES, 2004). Além disso, os primeiros sinais de 

impactos nos ecossistemas aquáticos podem ser observados nas microalgas em um 

curto espaço de tempo (horas), viabilizando desta maneira, que ações emergenciais 

possam ser tomadas (PAVLIC et al., 2005). Os testes de toxicidade utilizando 

microalgas são geralmente mais sensíveis, rápido e econômico (WALSH, 1988; 

NALEWAJKO ; OLAVESON, 1998). Dessa forma, esses testes vêm sendo muito 

utilizados em estudos ambientais de forma mais eficaz e mais rápida.  

 

3. METODOLOGIA 
 

3.1 OBTENÇÃO DO NB ZNO 

 

O NB ZnO utilizado neste estudo foi fornecido pelo Laboratório de Toxicologia 

Ambiental (LABTOX) do Departamento de Engenharia Sanitária e Ambiental da 

Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), parceiro neste projeto de pesquisa. 

O NB ZnO foi sintetizado conforme metodologia de Yang e Liu (2011), com algumas 

adaptações (GONÇALVES et al., 2018). 
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3.2 CARACTERIZAÇÃO DO NANOMATERIAL 

 

Para a caracterização de tamanho e morfologia do NB ZnO puro, uma 

suspensão-teste de NB ZnO (1 g/L) em água UP foi gotejada sobre um grid de 

carbono-Cu (300 mesh) e o grid foi armazenado em um dessecador à vácuo por 24 

h para secagem. Após secagem, imagens do NB ZnO foram capturadas em um 

microscópio eletrônico de transmissão (TEM) (JEM 1011 MET-100 kV, JEOL, Japão) 

no Laboratório Central de Microscopia Eletrônica (LCME) da UFSC. 

A caracterização da suspensão-teste de NB ZnO nos meios de cultivo LC-

Oligo (meio de água doce) e F2 (meio de água marinha) foi realizada através da 

determinação do tamanho hidrodinâmico e potencial Zeta (Pz), utilizando o 

equipamento NanoBrook 90PlusPals (Brookhaven Instruments, EUA). A 

concentração de NB ZnO utilizada na caracterização foi de 500 mg/L. Essas 

analises foram realizadas com o objetivo de verificar o comportamento e estabilidade 

da suspensão de NB ZnO nos meios diluentes empregados nos testes de toxicidade. 

Estas caracterizações foram realizadas no LABTOX-UFSC.  

 

3.3 MANUTENÇÃO DO CULTIVO DA MICROALGA Desmodesmus subspicatus 

 

 A cepa da microalga D. subspicatus foi gentilmente cedida pelo Laboratório 

de Meio Ambiente da Universidade da Região de Joinville (UNIVILLE). O cultivo 

desta microalga foi desenvolvido através das metodologias descritas pelas normas 

ABNT 12648 (2011) e OECD 201 (2002), com algumas adaptações. O meio de 

cultura empregado foi o LC-Oligo. 

Esse meio foi preparado conforme a descrição da Tabela 1. Após preparo, o 

meio foi autoclavado em 121ºC por 20 minutos. Depois de resfriado a microalga S. 

subspicatus foi incubada neste meio e mantida sob temperatura de 20±2 °C sob 

iluminação, aeração e agitação constante. 
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TABELA 1. Composição do meio de cultivo LC-Oligo empregado nos cultivos e nos testes de 

toxicidade da microalga S. subspicatus.  * V = volume necessário de cada solução para o preparo de 

1 L do meio de cultura. 

 

Solução Reagente  
Concentração 

(g/L)  
V* (mL) 

1 Ca(NO3)24H2O 40 1  

2 KNO3 100 1 

3 MgSO4.7H2O 30 1 

4 K2HPO4 40 1 

5 

CuSO4.5H2O 0,03 
 (NH4)6Mo7O24.4H2O 0,06 
 ZnSO4.7H2O  0,06 

 CoCl2.6H2O 0,06 0,5 

Mn(NO3)2 4H2O 0,06 

 C5H8O2.H2O 0,06 

  H3BO3 
0,06   

6 

C6H5FeO7.5H2O 1,625 

0,5  FeSO4.7H2O 0,625 

  FeCl3.6H2O 0,625 

7 NaHCO3 15 1 
Fonte: Adaptado de ABNT 12648 (2011). 

 

3.4 MANUTENÇÃO DO CULTIVO DA MICROALGA Tetraselmus chuii 

 

O cultivo da microalga foi desenvolvido, e gentilmente cedido pelo Laboratório 

de Microbiologia (LABMIC) da UFPR. O meio de cultura utilizado foi o F/2 Guillard 

(1975) (Tabela 2) foi preparado com água do mar filtrada como água de diluição, 

apresentando uma salinidade de 29 (29‰). Durante a fase experimental, a 

temperatura da sala de cultivo foi mantida em 20±2 ˚C, e a cultura foi submetidas a 

iluminação, agitação e aeração constante. 
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TABELA 2: Composição do meio de cultivo F/2 Guillard (1978), empregado no cultivo e nos testes de 

toxicidade da microalga T. chuii. * V = volume das soluções para o preparo de 1 L do meio de cultura. 

 

Solução Reagente  Concentração (g/L)  V* (mL) 

Nitrato NaNO₃ 75 1 

Fosfato NaH₂PO₄.H₂O 5 1 

Silicato Na₂SiO₃.9H₂O 30 1 

Metais-
traço 

CuSO₄.5H₂O 9,8 

1 mL de cada 
solução de metal-
traço + 4,36 g de 
EDTA + 3,15 g de 

FeCl3.6H2O 

ZnSO₄.7H₂O 22 

CoCl₂.6H₂O 10 

MnCl₂.4H₂O 180 

NaMoO₄.2H₂O 6,3 

Vitaminas  

Tiamina 0,10 

1 Cianocobalamina 5 x 10 -4 

Biotina  5 x 10 -4 

 Fonte: ABNT 16181 (2011). 

 

3.5 PROCEDIMENTOS DO ENSAIO DE TOXICIDADE CRÔNICA 
 

Os ensaios de toxicidade crônica deste estudo foram desenvolvidos de 

acordo com as recomendações das normas ABNT 12648 (2011) e OECD 201 (2002) 

com algumas adaptações.  

Para a realização dos testes de toxicidade, preparou-se três concentrações 

diferentes de NB ZnO, mais um controle negativo apenas com o meio de cultura. 

Todas as concentrações de NB ZnO empregadas nos testes de toxicidade foram 

testadas em triplicata.  

A suspensão estoque de NB ZnO foi preparada na concentração de 

10.000mg/L nos respectivos meios de cultura. As massas necessárias de NB ZnO 

foram pesadas uma balança analítica (Shimadzu, mod. AG200) e suspensas nos 

respectivos meios para a obtenção da concentração desejada. A suspensão estoque 

de NB ZnO foi homogeneizada com auxílio de uma sonda ultrassônica (Labsonic U - 

B. Braun, Alemanha) por 5 min na potência de 80%.  

A partir da suspensão estoque, foram realizadas diluições em cascata com os 

respectivos meios para as concentrações-teste que variaram de 0,1 a 1000 mg/L 

para exposição das algas ao NB ZnO (concentração final no frasco de exposição). 
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Os testes foram realizados entre os meses de janeiro de 2018 a outubro de 2018, 

sendo que para a realização dos testes, foi avaliado fatores como a concentração de 

alga do cultivo e a disponibilidade dos equipamentos. Foram realizadas leituras de 

densidade celular nos tempos de 24, 48 e 72 horas após a exposição ao NB ZnO. 

 

3.5.1 Procedimentos para a quantificação da densidade celular da microalga D. 

subspicatus e T. chuii 

 
 Para a quantificação da densidade celular da microalga D. subspicatus e T 

chuii foi utilizado o método espectrofotométrico indireto, utilizando um 

espectrofotômetro UV-visível (EEQ9011I.UV-B – Edutec, Brasil). A escolha desse 

método se deu devido ao fato de que os métodos tradicionais que utilizam 

microscópios e realizam a contagem de células de forma visual estão sujeitos à erro 

humano e é um processo que necessita de técnicos bem treinados para a 

realização, além de do fato de que levaria um tempo muito maior para a 

quantificação dos resultados. 

Para o desenvolvimento do método de quantificação espectrofotométrico, foi 

primeiramente estabelecido um padrão de equivalência, através do método 

tradicional de contagem visual em microscópio ótico, e em paralelo foi realizado a 

medida da absorbância destas suspensões de algas em comprimentos de ondas de 

absorbância máxima. A partir da amostra em questão foram realizadas diluições 

consecutivas que foram quantificadas pelo método de contagem visual e também 

pela absorbância nos respectivos comprimentos de onda. A partir dos dados obtidos 

nesta etapa, foi construída uma curva de calibração de densidade celular que serviu 

para a quantificação indireta da densidade celular das algas através da leitura da 

absorbância. 

Assim, a partir de uma amostra de alga do cultivo foram realizadas as 

contagens pelo método tradicional em microscópio óptico, com o auxílio da câmara 

de Neubauer, segundo técnica descrita por (GUILLARD, 1978). Para a D. 

subspicatus foram preparadas diluições em meio LC-Oligo a partir de uma solução 

mãe (21,3x106cel/mL, obtido pela contagem tradicional) nas concentrações de 

0,6x106, 1,3 x106, 2,6x106, 5,3x106 e 10,6 x106cel/mL, e foram realizadas as leituras 

da absorbância destas diluições no comprimento de onda de 680nm. Para a T. chui, 

foram preparadas diluições em meio F/2 a partir da suspensão-mãe, nas 

concentrações de 0,5x10⁵, 1,2x10⁵, 2,1x10⁵, 4,9x10⁵, 12,6x10⁵ cel/mL, e foram 
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realizadas as leituras da absorbância destas diluições no comprimento de onda 450 

nm a medida da densidade celular. A partir dos valores de densidade celular e 

absorbância foram construídas as curvas de calibração para as medidas das 

densidades celular. 

 

3.6 AVALIAÇÃO DO ESTRESSE OXIDATIVO PELA ATIVIDADE ENZIMÁTICA 

 

A atividade enzimática é medida através de suas atividades catalíticas e os 

resultados dessas determinações são expressos em termos de quantidade de 

atividade presente em determinado volume ou massa da amostra. A unidade de 

atividade é a medida da velocidade em que a reação se realiza, medindo-se ou o 

consumo do reagente, ou a formação do produto. A unidade empregada a uma 

enzima foi estabelecido pela Comissão de Enzimas (EC) da União Internacional de 

Bioquímica (IUB) como a Unidade Internacional (U) que é a quantidade de enzima 

que catalisa a transformação de 1µmol de substrato por minuto, nas condições 

padrão por ela recomendada. A equivalência dessa unidade é: 1U equivale à 

1µM/min. A atividade específica neste experimento é apresentada como sendo a 

atividade por unidade de peso da proteína (U/mg de proteína).   

Todas as suspensões de microalgas das exposições e do controle foram 

recuperadas após 72 h de teste por centrifugação a 6000xg por 15 minutos, à 10 °C. 

O sobrenadante foi descartado e o pellet celular de algas foi ressupenso em 500 L 

de tampão PBS 0,1 M, pH 7. As microalgas recuperadas foram conservadas em 

freezer à -80 °C até a quantificação a atividade enzimática. 

 

3.6.1 Quantificação de proteína das microalgas 

 
Para realizar os ensaios de atividade enzimática é necessário determinar a 

quantificação de proteína por mL para cada suspensão de microalgas, expostas ou 

não ao NB ZnO. Para a quantificação da concentração de proteínas, foi utilizado o 

método de Bradford (BRADFORD, 1976). Uma curva de calibração foi preparada 

utilizando como padrão a albumina bovina (BSA). Para a preparação dessa curva foi 

utilizado uma solução-mãe de BSA 100 mg/mL (50 mg de BSA em 500 mL de água 

ultra pura) e a partir desta solução mãe foram feitas as diluições sucessivas para 

compor a curva: 100 mg/L (P1), 50 mg/L (P2), 25 mg/L (P3), 12,5 mg/L (P4), 6,25 

mg/L (P5), 3,125 mg/L (P6). 100 L de cada amostra da curva foi adicionado a 900 

L de reagente de Bradford e todos os pontos da curva foram medidos sua 
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absorbância no comprimento de onda de 595 nm, no espectrofotômetro UV-visível 

(EEQ9011I.UV-B – Edutec, Brasil) e a partir destes dados foi construída uma curva 

de calibração. Para a quantificação das amostras dos ensaios de toxicidade, 100 L 

de cada amostra foi adicionado a 900 L de reagente de Bradford e todos os pontos 

da curva foram medidos sua absorbância no comprimento de onda de 595 nm, e os 

valores de mg proteína/L foi quantificado a partir da curva de calibração construída.  

 

3.6.2 Cinética da atividade enzimática da CAT 

 

 A atividade enzimática da CAT para algas S. subspicatus e T. Chuii após 72h 

de exposição ao NB ZnO foram avaliados por espectrofotometria UV-visível 

utilizando o coeficiente de absortividade molar da CAT (MELEGARI et al., 2012).  

 Para determinação da atividade enzimática a metodologia utilizada seguiu as 

recomendações de Melegari et al. (2013) com algumas modificações. Para avaliação 

da CAT foi utilizado a reação apresentada na Eq. 01, onde a degradação do 

peroxido de hidrogênio foi monitorado no comprimento de onda de 240 nm, A CAT 

possui um coeficiente de absortividade molar conhecido de 0,0436 mM-1.cm-1. 

Para a quantificação da atividade enzimática da CAT, 1µg de proteína de 

cada amostra de microalga foi adicionado a 100 µL de peróxido de hidrogênio 200 

mM e o volume foi completado para 1 mL com tampão PBS 0,1M pH 7. A mistura foi 

colocada em uma cubeta de quartzo com um caminho ótico de 1 cm e a cubeta foi 

posicionada no equipamento. Após 30 segundos da mistura dos reagentes, iniciou-

se a leitura da absorbância em 240 nm a cada 10 segundo por 60 segundos. A partir 

desses parâmetros foi possível determinar a atividade da CAT para cada amostra. A 

atividade da CAT para cada amostra é apresentada em termos de U/mg proteína, 

que equivale a conversão molar de 1 µM de peroxido de hidrogênio por minutos por 

mg de proteína.  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

4.1 CARACTERIZAÇÃO DO NB ZnO 

 

Os NB ZnO empregado neste estudo foram caracterizados por técnica de 

imageamento de MET. A Figura 1 apresenta uma imagem do NM testado, com 

morfologia compatível com NB, e tamanhos médios que variaram entre 50 e 150 nm 

de comprimento e diâmetros que variaram entre 20 e 30 nm, confirmando as 

dimensões nanométricas do material testado.  

 

FIGURA 1: Imagens de MET dos NB ZnO exibindo morfologia compatível com NB e escala 
nanométrica.  
 

 
  

  A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos de tamanho hidrodinâmico e Pz 

do NB ZnO nos dois meios de cultura empregados neste estudo. 

 

TABELA 3: Valores de pH, tamanho hidrodinâmico e pz para os meios F2 e LC-Oligo. 
 

 

Fonte: Autor 

Com base nesses resultados, é possível analisar que o meio F2, com 

salinidade 29, apresentou um pH normal para a água marinha de 8,02 (ABNT NBR 

16181:2013). Neste meio, o NB ZnO apresentou elevado tamanho hidrodinâmico 

devido a maior força iônica presente no meio salino(GONÇALVES et al., 2018). O 

Meio pH  
Tamanho 

hidrodinâmico (nm) 
± DP 

Pz (mV) ± DP 

F2 8,02 1834,93 ± 405,15 18,94 ± 3,61 

LC-Oligo 7,42 840,98 ± 111,50 -7,54 ± 1,81 
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meio LC-Oligo apresentou pH recomendado pela norma de 7,42 (ABNT NBR 

12648:2011), e o tamanho hidrodinâmico do NB ZnO foi menor em relação ao 

encontrado ao meio salino. Em ambos os casos é possível afirmar que a força iônica 

dos meios altera o tamanho original do NB ZnO, e promove uma aglomeração desse 

NM quando em suspensão(ROSSETTO, 2012). 

Quanto a estabilidade do NB ZnO nos meios de cultivo em termos de Pz, foi 

possível verificar que, de modo geral, ambas as suspensões não podem ser 

consideradas estáveis pois os valores de Pz não estão próximo a +/- 30 mV. Quando 

comparamos as suspensões nos meios testados, o NB ZnO em meio F2 apresentou 

maior estabilidade (18,94 ± 3,61 mV) que no meio LC-Oligo o NB (-7,54 ± 1,81 mV). 

Esse comportamento também pode ser justificado pela maior força iônica do meio 

F2.  Gonçalves et al., (2018) observou que a suspensão de NM ZnO apresentam 

uma maior estabilidade quando dissolvidos em água UP, e que esses NM tendem a 

aglomerar e reduzir a estabilidade da suspensão quando em contato com íons 

dissolvidos do meio. Os resultados apresentados na Tabela 3 corroboram com 

essas observações.  

Conforme foi observado na sessão 4.1, o NB ZnO quando caracterizados no 

meio LC-Oligo para a microalga de D. subspicatus (ambiente de água doce), que 

apresentou um tamanho hidrodinâmico menor que o observado no meio F2 

empregado nos testes para a T. chuii (Tabela 3). Esse comportamento pode ter uma 

influência na resposta toxicológica dos NB ZnO, uma vez que esses NM formam 

aglomerados de maior tamanho hidrodinâmico em suspensão, e terão uma menor 

disponibilidade de área superficial deste NM para a liberação de íons de Zn para o 

meio aquoso. A presença de cátions bivalentes em meio aquoso como Ca2+ e Mg2+ 

leva a uma maior aglomeração do que os cátions monovalentes (BAALOUSHA et 

al., 2013), e os meios utilizados possuem grande concentração desses íons em 

solução. Além disso, o principal mecanismo de toxicidade dos NMs de ZnO é 

explicado na literatura pela liberação de íons de Zn no meio, e a formação de ERO 

que irá induzir efeitos de estresse oxidativo (FRANKLIN et al, 2007). A 

caracterização do NB ZnO nos meios nos ajuda a entender melhor como o 

comportamento toxicológico do NM é modificado. 

 Um estudo realizado por Buffet et al. (2010) demonstrou que em água 

marinha, os diâmetros de NM aumentam significantemente em poucos dias e a 

suspensão tornou-se mais instável devido a diminuição do Pz em relação ao 

controle, ocorrendo uma maior interação das partículas com o meio. Possivelmente 



23 
 

o efeito observado de diminuição da densidade celular no tempo de 24 horas para a 

T. chuii reflete o comportamento de NB ZnO ainda em tamanhos hidrodinâmicos 

mais reduzidos quando comparados aos efeitos nos tempos de 48 e 72 horas. 

Segundo Rossetto et al, (2012), a aglomeração e a estabilidade de NPs de óxidos 

metálicos (CuO) estão diretamente ligadas aos resultados de toxicidade obtidos, 

pois com o aumento do diâmetro hidrodinâmico a reatividade associada à área 

superficial poderá ter um decaimento, ou seja, quanto maior do diâmetro, menor a 

toxicidade devido à menor liberação de íons em solução.  

 

4.2 CURVAS DE CALIBRAÇÃO DA DENSIDADE CELULAR DA Desmodesmus 

subspicatus E Tetraselmus chuii. 
 

Para o estabelecimento do método de quantificação da densidade celular, 

foram feitas as leituras da absorbância das diferentes diluições da suspensão de 

algas preparadas a partir da solução mãe conforme descrito na seção 3.5. As curvas 

de calibração foram construídas a partir dos dados de absorbâncias obtidos para 

ambas as algas em função da densidade celular. A seguir são apresentados na 

Figura 2 a curva utilizada para quantificação da densidade celular da D. subspicatus, 

e na Figura 3 a curva utilizada para quantificação da densidade celular da T.chuii. 

 

 

FIGURA 2: Correlação linear da absorbância em função da concentração celular (cel/mL) para a 

microalga S. subspicatus. 

 
Fonte: Autor 
 

Conforme Figura 2, a correlação linear testada apresentou um R2 de 0,9992 e 

pode ser considerada apropriada para a extrapolação da densidade celular num 

intervalo de concentração de 0,83x106 – 13,3 x106 cel/mL.  
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FIGURA 3: Correlação linear da absorbância em função da concentração celular (cel/mL) para a 

microalga T. chuii. 

 

 

Fonte: Autor 

 

Conforme Figura 3, a correlação linear testada para a microalga T.chuii 

apresentou um R2 de 0,9965 e foi considerada apropriada para a extrapolação da 

densidade celular no intervalo de concentração é de 0,5x10⁵ – 12,6x10⁵ cel/mL.  

Baseado nos resultados de regressão linear de densidade celular em função 

da absorbância para ambos os casos, o método desenvolvido neste estudo para 

leitura indireta da densidade celular se demonstrou adequado, além de confiável e 

rápido para utilização como medida de densidade celular para ambas as microalgas 

utilizadas.  

 

4.3 TESTES DE TOXICIDADE CRÔNICA 

 

A partir do método de quantificação indireto para densidade celular 

estabelecido, foram iniciados os testes de toxicidade crônica pela exposição das 

microalgas D. subspicatus e T. chuii ao NB de ZnO. Os resultados aqui 

apresentados referem-se à quantificação da densidade celular de ambas as 

microalgas em resposta as exposições às concentrações de 0,1, 1,0, 10 mg/L de NB 

ZnO.  

Para examinar as diferenças significativas entre as concentrações celulares 

médias foi aplicada uma análise de variância (ANOVA) bifatorial ortogonal. A fim de 

atender as premissas da ANOVA, com relação a homogeneidade de variância, e 

normalidade das distribuições, as concentrações celulares foram transformadas para 

y = 4E-07x + 0,0335 
R² = 0,9965 
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Log(x+1). Ao encontrar variações significativas (p<0,05), foi aplicado o teste Tukey 

para determinar a interação entre o controle e as concentrações de NB ZnO nos 

tratamentos. 

 

4.3.1. Teste de toxicidade com a D. subspicatus 

 

Um total de 15 testes de toxicidade crônica foram realizados para a microalga 

D. subspicatus expostas a três concentrações distintas de NB ZnO mais o controle 

negativo (todos em triplicatas), em três tempos de exposição, afim de que a 

reprodução metodológica fosse satisfatória para encontrar respostas toxicológicas 

similares em testes distintos. A seguir, os resultados representativos de um dos 

ensaios são apresentados na Figura 4 e Tabela 4, a fim de avaliar a resposta 

toxicológica crônica da D. subspicatus pela exposição ao NB ZnO. 

 

FIGURA 4: Ensaio de exposição crônica da microalga D. subspicatus ao NB ZnO. Resposta da 

densidade celular (cel/mL) em função da concentração (mg/L de NB ZnO) e tempo (24, 48 e 72h), 

onde letras diferentes indicam valores significativamente diferentes de acordo com o teste de Tukey 

(p< 0,05). 

 
Fonte: Autor  
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TABELA 4: ANOVA bifatorial para o efeito dos fatores concentração (Con) e tempo (Te) sobre a 

densidade de D. subspicatus. Valores significativos (p < 0,05) são identificados em negrito. Onde 

G.L = graus de liberdade, Q.M = média da soma dos quadrados, F = valor calculado da variância da 

ANOVA P = valor de significância, e EMS (%) = estimativa dos componentes de variação em 

porcentagem. 

 

 Fatores G.L Q.M F P EMS (%) 

Con 3 0,3753 30,78 < 0,0001 27 

Te 2 1,0796 88,52 < 0,0001 40 

Con: Te 6 0,0699 5,73 0,000818 19 

Residuo 24 0,0122 

  
15 

Total   1,537     100 

Fonte: Autor 

Nestes ensaios, apesar de existir uma interação significativa entre o 

tratamento e o tempo (P<0,001), o fator tempo explica 40% da variabilidade celular, 

sendo que a influência desse fator na densidade celular é diferente entre as 

concentrações (Tabela 4). Na concentração de 10 mg/L, não se verificou diferenças 

significativas na densidade celular em relação ao tempo (teste Tukey, P>0,05; Figura 

4), indicando que a exposição ao NB ZnO nesta concentração inibe o aumento da 

densidade celular em todos os tempos testados. Contudo, para as demais 

concentrações (concentração ≤ 1 mg/L) incrementos significativos na densidade 

celular foram verificados após 48h (teste Tukey, P<0,05; Figura 4). 

Com base na análise estatística dos resultados, é possível definir que para a 

D. subspicatus a resposta crônica em 48 e 72h foi uma CEO de 10 mg/L, e a CENO 

de 1 mg/L. Devido já em 48h esse efeito toxicológico já ser diferenciado, esse será o 

tempo de exposição considerado para os efeitos de CEO e CENO. 

Melegari et al. (2013) avaliou a toxicidade de NP de CuO sobre a microalga 

Chlamydomonas reinhardtii, e verificou que o microrganismo estudado é capaz de 

responder a presença de NP CuO, observando efeitos de inibição do crescimento 

celular no tempo de até 72h, resultado este que também foi observado nos 

resultados da D. subspicatus 

 

4.3.2 Teste de toxicidade com T. chuii  

 

Um total de 7 testes de toxicidade crônica foram realizados para a microalga 

T. chuii expostas a três concentrações distintas de NB ZnO mais o controle negativo 

(todos em triplicatas), em três tempos de exposição, afim de que a reprodução 

metodológica fosse satisfatória para encontrar respostas toxicológicas similares em 

testes distintos. A seguir, os resultados representativos de um dos ensaios são 
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apresentados na Figura 5 e Tabela 5, afim de avaliar a resposta toxicológica crônica 

da T. chuii pela exposição ao NB ZnO. 

 
 

FIGURA 5: Ensaio de exposição crônica da microalga T.chuii ao NB ZnO. Resposta da densidade 

celular (cel/mL) em função da concentração (mg/L de NB ZnO) e tempo (24, 48 e 72h), onde letras 

diferentes indicam valores significativamente diferentes de acordo com o teste de Tukey (p< 0,05). 

 

Fonte: Autor 
 

TABELA 5: ANOVA bifatorial para o efeito dos fatores concentração (Con) e tempo (Te) sobre a 

densidade de T.chuii. Valores significativos (P < 0,05) são identificados em negrito. Onde G.L = graus 

de liberdade, Q.M = média da soma dos quadrados, F = valor calculado da variância da ANOVA P = 

valor de significância, e EMS (%) = estimativa dos componentes de variação em porcentagem. 

 

 Fatores G.L Q.M F P EMS (%) 

Con 3 0,0051 18,348 < 0,0001 19 

Te 2 0,0422 153,25 < 0,0001 49 

Con: Te 6 0,0017 6,268 0,000457 18 

Residuo 24 0,0003 
  

14 

Total 35 0,0493     100 
Fonte: Autor 

 

Para estes ensaios, que foram realizados com a microalga T. chuii, as 

suspensões de NB ZnO foram preparadas em meio F2, que constitui na adição de 

sais e água do mar filtrada,  a densidade celular variou significativamente (ANOVA, 

P<0,001) entre o controle e as concentrações com os tempos de exposição das 

algas, sem interação significativa entre os mesmos (Tabela 5). Enquanto o tempo 

explicou 49% da variabilidade da densidade celular, a concentração respondeu por 
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19% (Tabela 5). A densidade celular foi significativamente diferente entre o controle 

e as demais concentrações em 24h de exposição (Tukey, P<0,05). Em 48h e 72h as 

diferenças não foram significativas (Tukey, P<0,05; Figura 5). 

Com base na análise estatística dos resultados, é possível definir que para a 

T. chuii a resposta crônica em 24h foi uma CEO de 0,1 mg/L e a CENO < 0,1 mg/L. 

A composição química desse meio faz com que ele possua uma elevada força 

iônica, que poderá influenciar na agregação dos NB ZnO (GONÇALVES et al., 

2018). A água do mar em comparação a água doce tem maior tendência de 

potencializar os efeitos dos NM nos organismos marinhos, isso porque na água 

marinha possui caracteristicas de maior força iônica e pH alcalino que podem alterar 

as propriedes físico-químicas dos NM (KASHIWADA., 2006; KLAINE et al., 2008). 

  

Um resumo dos resultados toxicológicos de toxicidade crônica do NB ZnO 

encontrados nos testes de exposição do as microalgas D. subspicatus e T. chuii são 

apresentados na Tabela 6 a seguir. 

 

TABELA 6: Resultados de toxicidade crônica para o NB ZnO pela CEO e CENO (mg/L) para as 

microalgas D. subspicatus e T. chuii. 

Amostra Organismo  Tempo (h) Toxicidade (mg/L) 

NB ZnO 

D. subspicatus 48 CEO: 10mg/L 

CENO: 1mg/L 

T. chuii 24 
CEO: 0,1 mg/L 

CENO: <0,1 mg/L 

Fonte: Autor 
 

Avaliando os resultados compilados na Tabela 6, é possível verificar em um 

primeiro momento que em termos absolutos (sem considerar a variável tempo) que o 

NB ZnO se apresentou mais tóxico para a microalga T. chuii com valores de CEO de 

0,1 mg/L. Contudo uma análise mais aprofundada precisa ser realizada para 

concluirmos quais os efeitos toxicológicos do NB ZnO sobre microalgas verdes. 

O NB ZnO foi tóxico para a S.subspicatus na concentração de 10 mg/L para 

os tempos de 48 e 72h (Fig. 4), apresentando diferença entre o controle e os 

tratamentos, e evidenciando o comportamento concentração-dependente da inibição 

do crescimento das microalgas com o aumento da concentração de NB ZnO no 

meio. Em todos os testes de toxicidade realizados foi possivel observar que o 

comportamento na menor concentração de NB ZnO apresentou efeitos similares ao 
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controle negativo, sendo possivel observar um aumento da densidade celular nos 

tempos experimentais.  

 Os testes toxicológicos realizado com a T. chuii apresentaram um 

comportamento diferente do encontrado para a D. subspicatus (Fig. 5). Para a T. 

chuii, verificou-se efeitos significativos no tempo de exposição de 24 h, pela resposta 

de uma diminuição significativa na densidade celular para todas as concentrações 

de NB ZnO. Contudo, nos tempos de 48 e 72 h a diferença entre as densidades 

celulares do controle negativo e o tratamento não se apresentou mais significativa. 

Esse comportamento pode evidenciar o mecanismo de resposta desta microalga, 

que deve ser afetada pelo NM em curtos períodos de exposição (efeito agudo) e 

consegue se recuperar dos efeitos deletérios após passado esse período 

(SCHWAN-ESTRADA et al., 2008). Em termos gerais, pode-se concluir que a alta 

capacidade resiliente da T. chuii, quando comparada a D. subspicatus, refletiu nos 

resultados de toxicidade ao mesmo agente tóxico (Fig 4 e 5). Estudos similares 

foram reportados na literatura por Rosseto. et al, (2012) e Melegari.et al (2012) com 

a NP CuO, onde a recuperação da densidade celular de microalgas foi observada 

em períodos de exposição de 72 h. Contudo, a resiliência do organismo não pode 

ser considerada isoladamente, pois conforme discutido anteriormente, mecanismos 

físico-químicos afetam o comportamento toxicológico do NB ZnO nos ecossistemas 

avaliados. Os mecanismos de aglomeração podem ter afetado o estado de 

aglomeração desses NMs em suspensão, reduzindo a área superficial do NM e a 

biodisponibilidade de íons de Zn em solução, e refletindo na resposta toxicológica do 

organismo.    

 NM de óxidos metálicos apresentam mecanismos de toxicidade bem 

reportados na literatura, pela liberação de íons metálicos no meio aquoso. Esses 

íons metálicos uma vez liberados no meio, por possuírem excesso de elétrons na 

camada de valência, são espécies altamente reativas e podem atuar como espécies 

promotoras de EROs. Embora nenhuma metodologia para a quantificação de íons 

de Zn foi realizada neste estudo, o principal mecanismo para a indução ao estresse 

oxidativo às microalgas ocorre pela liberação de íons de Zn no meio.  

Diante do exposto, os resultados do presente estudo permitem estabelecer 

que não apenas a natureza química no NM influenciará na sua toxicidade, mas 

também fatores físico-químicos como a composição do meio aquoso onde ele está 

suspenso, e também natureza de origem e fisiologia dos microrganismos testados. 
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4.4 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA PELA EXPOSIÇÃO AO NB ZnO 

 

 Para a avaliação da atividade enzimática, as microalgas expostas ao NB 

ZnO no tempo de 72h foram preparadas para a avaliação do efeito da atividade da 

CAT. Os resultados dos ensaios de atividade enzimática, bem como a análise 

estatística dos resultados, são apresentados nas Figura 6 e Tabela 7. A atividade da 

CAT mostrou um comportamento diferente para as microalgas testadas (Tabela 7).  

 Para a D. subspicatus a concentração de 10 mg/L, foi a unica que 

apresentou um comportamento diferente das demais concentrações, o que ficou 

comprovado com o teste de variancia ANOVA Oneway. Este teste demostrou que a 

concentração de 10mg/L foi a unica que apresentou um valor significativamente (p 

<0,05) diferente das demais tratamentos, indicando que na concentração de 10 mg/L 

de NB ZnO, uma maior atividade da enzima da CAT foi verificada.  

 Para a microalga T.chuii não se verificou alteração da atividade enzimatica 

de CAT em todas as concentrações testadas de NB ZnO no tempo de 72 horas. Os 

resultados deste ensaio indicam que o NB ZnO induz à efeitos distintos de estressse 

oxidativo para as microalgas de ecossistemas dulcicolas e marinhos. 

 

 

FIGURA 6: Avaliação da atividade enzimática da CAT para as algas D. subspicatus (a) e T.chuii (b) 

expostas a diferentes concentrações de NB ZnO, comparadas ao controle negativo no tempo de 

exposição de 72 horas. Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes de acordo com 

o teste de Tukey (p< 0,05). 
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TABELA 7: Analise de variância (anova) oneway para o efeito dos fatores concentração sobre a 

atividade enzimática da D. subspicatus e T.chuii. valores significativos (p < 0,05) são identificados em 

negrito. onde g.l = graus de liberdade, q.m = média da soma dos quadrados, f = valor calculado da 

variância da anova p = valor de significância. 

 

 Microalga Fatores G.L Q.M F  P 

D. subspicatus Atividade 
catalítica 

3 870,3 19,88 0,0005 

  Resíduo 8 43,8 
  

T. chuii Atividade 
catalítica 

3 0,8686 1,051 0,422 

  Resíduo 8 0,8263     
Fonte: Autor 

 

Os resultados encontrados para a atividade da CAT corroboraram com os 

testes de toxicidade crônicos realizados em ambas as microalgas testadas, visto que 

a enzima testada CAT, é uma enzima que catalisa moléculas de peróxido de 

hidrogênio (H2O2) produzidas no meio, e o aumento da atividade da CAT de uma 

microalga indicará que esse microrganismo está exposto a algum tipo de estresse 

oxidativo. Dessa forma, a D. subspicatus apresentou valores de atividade da CAT 

significativamente diferentes dos demais dos tratamentos, na concentração de 10 

mg/L, de NB ZnO (Fig. 6A), resultado similar foi observado por  Melegari.et al., 

(2013) onde verificou-se uma redução na atividade de CAT sob estresse de Cu, o 

que sugere uma deficiência do microrganismo em decompor os radicais H2O2 em 

excesso. Já a T. chuii, não apresentou diferenças significativas na atividade da CAT 

de microalgas dos tratamentos com NB ZnO e controle negativo, sugerindo que os 

mecanismos de defesa antioxidante desta microalga de origem marinhas age 

diferente das microalgas de ambientes de água doce. Esses resultados evidenciam 
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que organismos de ecossistemas dulcícolas apresentam maior susceptibilidade à 

efeitos de estresse oxidativo pelo NB ZnO. Geralmente, a produção de espécies 

reativas, leva ao aumento da produção de antioxidantes (DONALDSON; STONE, 

2003; PINTO et al., 2003). Melegari.et al., (2013) verificou que as enzimas 

antioxidantes investigadas, mostraram mudança em sua atividade quando induzidas 

pela exposição de NP CuO. 
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5. CONCLUSÕES 
 

 Este trabalho avaliou e comparou os efeitos toxicológicos do NB ZnO, 

através das caracterizações das suspensões, dos testes de toxicidade crônica com 

as microalgas verde D. subspicatus e T. chuii e avaliação da atividade enzimática 

de ambas as algas para a CAT. Com os resultados obtidos neste estudo foi possível 

concluir que:   

 A caracterização do NB ZnO nos meios testados evidenciou uma 

baixa estabilidade do NM em suspensão e uma tendência a 

formação de aglomerados para ambos os meios testados.  

 O método indireto desenvolvido para a leitura da densidade celular 

nos ensaios de toxicidade demonstrou-se uma técnica adequado, 

com elevada de correlação linear, além de apresentar-se eficiente e 

rápido para aplicação neste e em futuros estudos.  

 Os ensaios de toxicidade crônica com a D. subspicatus exposta ao 

NB ZnO apresentaram para CEO de 10 mg/L e CENO de 1 mg/L 

num tempo de exposição de 48h e 72 horas. 

 Os ensaios de toxicidade crônica com a T. chuii exposta ao NB ZnO 

apresentaram para CEO de 0,1 mg/L e CENO de <0,1 mg/L num 

tempo de exposição de 24h. Nos tempos de 48 e 72 horas esse 

efeito não foi significativo. 

 A atividade da CAT apresentou um comportamento diferente para as 

algas testadas, e corrobou com os resultados de toxicidade crônica. 

A D. subspicatus teve a concentração de 10 mg/L, como sendo a 

única que apresentou um comportamento diferente das demais 

concentrações, indicando uma alteração na atividade enzimatica da 

CAT. Já para a T.chuii, não verificou-se alteração da atividade 

enzimatica de CAT. 
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6. RECOMENDAÇÕES  
 

Com base nos ensaios realizados, nos resultados obtidos e nas dificuldades 

encontradas, a fim de complementar a pesquisa, recomenda-se: 

 Realizar mais testes crônicos utilizando as algas verdes D. subspicatus e T. 

chuii, e outras cepas para tornar os dados mais robustos; 

 Realizar uma caracterização mais completa do NB ZnO, monitorando 

inclusive a liberação de íons de Zn nos meios testados; 

 Investigar a toxicidade do NB ZnO em organismos de diferentes níveis tróficos 

através de ensaios de bioacumulação; 

 Investigar a toxicidade dos NB de ZnO em nível celular para compreender os 

mecanismos de ação dos NM;  

 Realizar avaliação de atividade enzimática utilizando outras enzimas para 

identificar o mecanismo de estresse oxidativo induzido pelo NB ZnO. 
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