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APRESENTAÇÃO 

 

Esta tese é apresentada em quatro partes distribuídas em seis capítulos 

que relatam as etapas desenvolvidas neste trabalho, o qual explora vários 

aspectos sobre a avaliação da ecotoxicidade de amostras contendo 

nanopartículas de prata ou nanoprata (nAg ou AgNP) e de amostras de dióxido de 

titânio contendo nanopartículas de TiO2 (nTiO2). 

A primeira parte (capítulo 1) aborda o contexto atual e a relevância da 

questão ecotoxicológica que envolve nanomaterais (NM), incluindo Ag e TiO2, 

justificando a realização deste trabalho. São apresentados o objetivo geral e os 

objetivos específicos que se pretenderam atingir. 

O segundo capítulo reporta a síntese e caracterização dos nanomateriais 

estudados. Na caracterização das suspensões de AgNP sintetizadas investigou-se 

a influência do estabilizante utilizado sobre a estabilidade das nanopartículas 

obtidas, além da especiação da prata, com o intuito de elucidar as respostas 

ecotoxicológicas obtidas. 

O terceiro capítulo está centrado na avaliação da atividade bactericida da 

nAg e do nTiO2, sendo utilizada nos testes a bactéria E. coli. Nos ensaios 

envolvendo nanopartículas de TiO2 foi incorporada a radiação UV-Visível durante 

o teste, a fim de avaliar sua característica fotocatalítica. 

O quarto capítulo trata dos testes ecotoxicológicos aplicando os NM 

estudados aos seguintes organismos representantes da biota aquática: 

Pseudokirchneriella subcapitata (alga), Daphnia similis (microcrustáceo) e Vibrio 

fischeri (bactéria marinha). Neste capítulo é descrita a modificação do teste com a 

Daphnia similis e as amostras de TiO2 realizada com o intuito de explorar a 

fotoatividade deste semicondutor. São apresentados os resultados obtidos nos 

ensaios de ecotoxicidade das amostras de TiO2 à Daphnia similis e ao Vibrio 

fischeri e das suspensões de AgNP aos organismos Pseudokirchneriella 

subcapitata, Daphnia similis e Vibrio fischeri. É avaliada a influência da água de 

cultivo de cada um destes organismos sobre as suspensões de AgNP, a fim de 

perceber mudanças na estabilidade das nAg, bem como identificar se ocorreu 
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aglomeração ou mudança em seu estado de oxidação. E desta forma, inferir sobre 

os mecanismos de toxicidade envolvidos. 

 O quinto capítulo traz as conclusões gerais e as perspectivas futuras a 

respeito do trabalho realizado. No capítulo 6 estão as referências que foram 

utilizadas como suporte bibliográfico para a elaboração deste trabalho. 
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CAPÍTULO 1 

 

1 - INTRODUÇÃO 

1.1 - ASPECTOS GERAIS 

A busca da sociedade atual por um modo de vida mais confortável 

acarretou nos últimos 30 anos, um crescimento significativo das atividades 

industriais, na produção de alimentos, ocupação desordenada das cidades e no 

consumo de combustíveis fósseis. A combinação destes fatores originou o quadro 

atual de poluição dos compartimentos ambientais: a água, o solo e o ar. 

Perturbações constantes nos ciclos biogeoquímicos têm causado um desequilíbrio 

entre esses compartimentos. Isto gera danos ambientais significativos, dentre os 

quais, destacam-se o acúmulo de materiais persistentes e bioacumulativos no 

solo, nos sistemas aquáticos, incluindo o sedimento, além da grande quantidade 

de material particulado na atmosfera (Rocha et al. 2004). 

Os compostos contendo metais (e.g. Hg, Cd, Al e Pb), dioxinas e produtos 

orgânicos persistentes (POP), como os agrotóxicos, têm se destacado como as 

substâncias químicas mais estudadas ambientalmente, no que se refere à sua 

quanticação, especiação e fracionamento em matrizes ambientais (Macedo 2002). 

Estudos toxicológicos e ecotoxicológicos envolvendo a maioria dos 

poluentes químicos citados têm sido amplamente realizados. Os resultados têm 

mostrado que, em contato com o ambiente natural estes compostos podem causar 

sérios desequilíbrios e, dependendo da sua bioacumulação ou biopersistência, 

podem através da cadeia alimentar, atingir o homem. 

Com o advento da nanotecnologia tem crescido nos últimos anos o 

interesse pela investigação dos efeitos deletérios ao ambiente e à saúde humana 

de uma nova classe de contaminantes emergentes, os nanomateriais 

manufaturados (NM). 
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A nanotecnologia e a nanociência envolvem o entendimento e o controle da 

matéria que apresenta pelo menos uma dimensão na escala de 1 a 100 nm e que 

tem possibilitado novas aplicações quando comparada ao material sólido massivo 

(do inglês bulk), devido às suas propriedades químicas e físicas (Federici et al. 

2007; Nowack et al. 2007; Zarbin 2007). 

O prefixo “nano” refere-se à escala de medida cuja grandeza é o nanômetro 

(nm), que corresponde a um bilionésimo do metro, 10-9 m. A Figura 1.1 mostra 

uma comparação típica de tamanho entre exemplares nas escalas manométrica e 

micrométrica, onde a largura da molécula de DNA corresponde a cerca de 10 

átomos de H enfileirados (2 nm). Os NM como o fulereno (C60), nanotubos de 

carbono, pontos quânticos e dendrímeros se enquadram na faixa de 1-100 nm, 

correspondendo à faixa de tamanho de proteínas e vírus. Por outro lado, os NM 

são cerca de 1000 a 10.000 vezes menores que micro organismos como a 

bactéria E. coli e as células vermelhas do sangue (ABDI 2010; Durán et al.; Toma 

2004; Zarbin 2007). 

 

 

 

 

Figura 1.1 - Comparação de tamanho entre estruturas na escala manométrica e 
micrométrica. Fonte: http://munlait.wordpress.com/category/biotecnologia/page/3/. 
 

http://munlait.wordpress.com/category/biotecnologia/page/3/
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Em decorrência do tamanho as propriedades ópticas, elétricas, de 

transporte, magnéticas, catalíticas e mecânicas dos NM, podem ser drasticamente 

diferentes quando compradas ao material sólido massivo. Desta forma, os NM 

estão sendo aplicados em vários setores, como o de energia, iluminação, 

automobilístico, de embalagens, cosméticos, tecidos, fármacos e esportivo. Por 

viabilizarem produtos finais mais leves, eficientes e principalmente de baixo custo, 

muitos produtos contendo NM encontram-se em fase de comercialização em 

cosméticos, eletrodomésticos, vestimentas, fármacos, dentre outros (ABDI 2010; 

Zarbin 2007). 

Contudo, as mesmas propriedades que tornam os NM tão atrativos para 

diversas aplicações, tais como o pequeno tamanho de partícula e alta área 

superficial (Chen & Schluesener 2008; Song et al. 2005) podem também ser 

responsáveis por efeitos nocivos aos organismos vivos (Moore 2006). Indícios 

sobre estes efeitos têm sido reportados por estudos ecotoxicológicos e 

toxicológicos com microrganismos, algas, peixes, ratos e células humanas (Auffan 

et al. 2006; Bermudez et al. 2004; Hussain et al. 2005; Kahru & Dubourguier 2010; 

Magrez et al. 2006; Oberdörster et al. 2006; Tong et al. 2007; Wani et al. 2011). 

 

1.2 - NANOPARTÍCULAS E NANOMATERAIS NO AMBIENTE  

A presença de nanopartículas no ambiente ocorre devido a fontes naturais 

e antrópicas. Como exemplo de fonte natural há o sal marinho e a poeira 

vulcânica, além de algumas moléculas como a magnetita biogênica e a proteína 

ferritina, de aproximadamente 12 nm que podem ser encontradas em bactérias e 

eventualmente no cérebro humano (Oberdörster 2004a; Oberdörster et al. 2005). 

As fontes antrópicas de nanopartículas estão relacionadas tanto às 

atividades que envolvem a queima de combustíveis fósseis, e que geram grande 

quantidade de material particulado, quanto aos processos industriais nos quais as 

nanopartículas sintéticas são manufaturadas para incorporação em NM em 

geral, assim como (Farré et al. 2009; Magrez et al. 2006; Nemmar & Inuwa 2008; 

Moore et al. 2006; Oberdörster et al. 2006).  
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Os riscos associados ao aporte de nanopartículas sintéticas no ambiente, 

estão associados à sua manufatura, consumo e descarte. Por esta razão, os 

estudos toxicológicos que levam em conta principalmente a exposição ocupacional 

(Hund-Rinke & Simon 2006) e o uso (Nohynek et al. 2007; Tsuji et al. 2006) de 

NM, têm sido realizados e constituem uma necessidade atual. Do mesmo modo, 

seguem a mesma tendência os estudos relacionados à temática ecotoxicológica 

relacionada à biota aquática (Chen e Schluesener 2008; Oberdörster 2004; Smith 

et al. 2007; Zhu et al. 2009). 

 

1.2.1 - PRODUÇÃO DE NANOMATERIAIS E RISCOS POTENCIAIS DA 

NANOTECNOLOGIA À SAÚDE HUMANA E AO AMBIENTE  

A preocupação com relação à toxicidade e ecotoxicidade de nanopartículas 

se deve principalmente, ao fato de que os NM nunca foram produzidos e utilizados 

em produtos comerciais em tão larga escala como atualmente. A produção anual 

estimada de materiais que contêm substâncias em nanoescala, saltou de 1.000 t 

em 2004 para mais de 5.000 atualmente, com a perspectiva de que a marca de 

100.000 t seja atingida na próxima década (Chen & Schluesener 2008). Os 

nanomateriais com maior produção mundial são o TiO2, os nanotubos de carbono 

e a nanoprata, sendo produzidas anualmente cerca de 5000, 500 e 350 t, 

respectivamente (Mueller & Nowack 2008). 

De acordo com um inventário elaborado pelo Projeto de Nanotecnologias 

Emergentes (do inglês The Project Emerging Nanotechnologies) PEN (2010), o 

mercado de produtos que utilizam NM tem crescido linearmente nos últimos anos. 

A Figura 1.5 mostra o crescimento linear do número de produtos contendo NM de 

2005 a 2010, o que indica que em 5 anos, ocorreu um aumento de cerca de 

quatros vezes o número de produtos contendo algum tipo de NM. 
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nanoprata (nAg), que se refere à prata metálica elementar cujo tamanho está entre 

1 e 100 nm (Nordberg et al. 2007; Panyala et al. 2008). 

Desde as antigas civilizações, a prata metálica tem sido bastante aplicada 

na medicina, na confecção de moedas e utensílios domésticos, tais como pratos e 

copos, bem como no tratamento de doenças causadas por fungos, bactérias e 

vírus e na desinfecção da água (Panyala et al. 2008). Devido as suas 

propriedades elétricas, químicas e mecânicas, a prata pode ser utilizada na forma 

pura ou de ligas. Atualmente as aplicações mais comuns da prata são na 

fabricação de dispositivos eletrônicos, jóias e supercondutores, dentre outras. 

Compostos de prata foram muito utilizados em fotografias e revestimentos 

de diversos metais, além de serem bastante explorados no tratamento de doenças 

infecciosas e mentais (Nordberg et al. 2007; Panyala et al. 2008). Outras 

aplicações são na área médica, na fabricação de espelhos, em cosméticos, como 

catalisador e em baterias, assim como bactericida e algicida (Wijhoven et al. 

2009). 

Atualmente percebe-se uma expansão quanto à síntese de 

nanopartículas de prata ou nanoprata (nAg), seja na forma de pó, incorporadas a 

outros materiais ou em suspensão. Este NM tem sido aplicado como agente 

antimicrobiano, podendo ser encontrado em aspiradores de pó, lavadoras de 

roupa, materiais médicos, filtros de ar, em embalagens para armazenar alimentos, 

em meias, e em outros produtos têxteis (Durán et al. 2010; Fortner et al. 2005; 

Wijnhoven et al. 2009). 

 

1.2.2.1 - MECANISMO DE AÇÃO DA NANOPRATA EM ORGANISMOS VIVOS E 

PROPRIEDADE BACTERICIDA 

O mecanismo de ação de nAg em organismos vivos não é totalmente 

conhecido, embora haja muitas evidências desta ação, seja por meio da interação 

direta com a membrana celular de bactérias, ou de forma indireta, pela liberação 

de íons Ag+ pelas nAg (Marambio-Jones & Hoek 2010; Miao et al. 2010). 
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Neste sentido, Laban et al. (2010) observaram a absorção de nAg por 

embriões de Pimephales promelas, como indicam as micrografias da Figura 1.8. 

Os autores confirmaram que o mecanismo que explica a toxicidade da nanoprata 

está associada à combinação da toxicidade devido às nAg internalizadas pelo 

organismo, bem como, pelos íons Ag+ liberados pela nAg. 

 

 

Figura 1.8 - Imagens de MET dos embriões de P. promelas A) parte externa da 
superfície dos embriões sem tratamento com nAg (controle) B e C) controles da 
parte interna dos embriões D) nAg agregadas na parte de fora da membrana E e 
F) agregados nAg no interior do embrião G-I) Aglomerados isolados no interior do 
embrião. Figura adaptada de Laban et al. (2010). 

 

Pelo mecanimo de toxicidade dos íons Ag+ a organismos aquáticos 

estabelecido na literatura, estes íons interferem de forma decisiva no transporte de 

Na+ nestes organismos, o que leva a uma série de danos, causados 
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oxigênio, o que causa a morte celular (Dúran et al. 2010; Fabrega et al. 2011; 

Marambio-Jones & Hoek 2010; Pal et al. 2007; Sondi & Salopek-Sondi 2004). 

Além do tamanho, a forma das nanopartículas de prata também pode 

influenciar na sua ação bactericida. Neste sentido, Pal et al. (2007) compararam o 

efeito bactericida de nAg de formas distintas (esféricas e triangulares) e dos íons 

Ag+ (AgNO3) sobre o crescimento da E. coli. Os autores constataram que as 

nanoprata triangulares foram mais tóxicas à E. coli que as nanoprata esféricas e 

do que os íons Ag+, embora tenham sido observadas lesões na membrana e no 

citoplasma celular para ambas as espécies de Ag (Figura 1.10). 

 

 

Figura 1.10 - Imagens das células de E. coli A) sem tratamento com nAg ou Ag+ 
B) tratadas com com Ag+ (AgNO3) C) tratamento com nAg triangulares D) 
tratamento com nAg esféricas E) Detalhe amplificado da membrana tratada com 
nAg triangular onde ocorreu maior dano. Figura adaptada de Pal et al. (2007). 

 

Sítio 
danificado 

Citoplasma 
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Ao comparar as células de E. coli não expostas aos íons Ag+ (AgNO3) 

(Figura 1.10A), com as células na presença de íons Ag+, observou-se que estes 

íons causaram danos parciais à membrana celular, indicados pelas setas na 

Figura 1.10B. Quando a E. coli foi exposta às nAg triangulares, estas se 

acumularam na superfície da célula, causando mudanças na sua morfologia e 

estrutura, sendo observadas pela presença de pequenos “nódulos” escuros 

(Figura 1.10C) em volta da membrana celular e no citoplasma. As nAg esféricas 

não causaram danos drásticos à membrana celular (Figura 1.10D). Por outro lado, 

as nAg triangulares indicaram maior dano à membrana celular (Figura 1.10E). 

Sondi & Salopek-Sondi (2004) estudaram a interação de nanopartículas de 

prata com a bactéria E. coli e constaram que esta bactéria Gram-negativa não 

oferece resistência a este nanomaterial, comprovando que é um material com 

excelente capacidade bactericida. Por outro lado, a nanoprata pode também 

oferecer riscos à saúde humana e alguns estudos observaram o efeito tóxico 

destas nanopartículas em células de mamíferos, e de fígado de ratos com ensaios 

in vitro (Berger, 2007; Auffan et al., 2006). Segundo Senjen (2007), a nanoprata 

pode aumentar a resistência a antibióticos. Adicionalmente, o uso prolongado de 

compostos de prata pode ocasionar argiria, doença que consiste na pigmentação 

da pele e outros órgãos na coloração azul. 

 

1.2.2.2 PRATA NO AMBIENTE 

A prata metálica não é tóxica ao homem, embora a maioria dos seus sais 

apresente toxicidade. No ambiente, os íons Ag+ são encontrados geralmente 

ligados a bicarbonatos, sulfato, cloreto, sulfato e à matéria orgânica, podendo 

formar complexos insolúveis (sulfetos) e se depositar no leito dos sistemas 

hídricos, agregando-se aos sedimentos (Choi et al. 2008; Wijnhoven et al. 2009).  

Por apresentar ação bactericida, as nanopartículas de prata podem 

apresentar efeito tóxico às bactérias responsáveis pelo processo de desnitrificação 

o que pode levar à eutrofização de ecossistemas alagados, além de causar a 
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morte de vários micro organismos presentes (Throbäck et al. 2007). Deste modo, 

um exemplo de como a inserção de nanoprata ou de outros NM podem ser 

prejudiciais ao equilíbrio de um sistema, ocorre quando efluentes oriundos de 

estações de tratamento de esgoto (ETE), que não estão aptas a tratar tais 

resíduos, lançam seus efluentes diretamente nos sistemas aquáticos e no solo. 

Isto pode causar a sua persistência, aumentando a toxicidade (Tang et al. 2004) e 

biomagnificação (Yang & Watts 2005) ao longo da cadeia alimentar. 

 

1.2.3 DIÓXIDO DE TITÂNIO 

O TiO2 é um óxido metálico, semicondutor, encontrado nas formas 

alotrópicas, brookita, anatase e rutilo. As formas cristalinas anatase e rutilo (Figura 

1.11) são as mais utilizadas e comercializadas como pigmento branco para a 

aplicação em tintas, fibras sintéticas, plásticos, papel, vidro, esmaltes, cerâmica, 

etc. 

 

 

Figura 1.11 - Formas alotrópicas do TiO2: a) anatase, b) rutilo. Fonte: Candal et 
al. (2001). 
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O TiO2 tem sido aplicado em diversas áreas como na produção de 

cosméticos, tintas, dispositivos eletrônicos, bem como na geração de energia, pela 

construção de celas solares fotoeletroquímicas (Zaban et al. 1998) e na área 

ambiental. 

Através dos processos oxidativos avançados (POA) (Teixeira & Jardim 

2004) o TiO2 é aplicado na descontaminação ambiental, principalmente no 

tratamento de água e na remediação, por degradação fotocatalítica de nutrientes e 

na purificação de ar. O TiO2 modificado (dopado com outros elementos) ou não, e 

pode ainda ser utilizado na construção de sensores, LED (do inglês Light Emitting 

Diodes) (Elliott & Zhang 2001; Kamat et al. 2002; Toma 2004). 

A aplicação do TiO2 na área ambiental para a desinfecção de ar 

(Paschoalino 2006) ou de água (Elliott & Zhang 2001; Kamat et al. 2002), depende 

da geração de espécies reativas de oxigênio, no processo fotocatalítico, como os 

radicais hidroxila (•OH), superóxido (•O2
-), e o peróxido de hidrogênio (H2O2). 

Dentre os radicais gerados no processo fotocatalítico do TiO2, os radicais 
•OH são os que apresentam maior poder oxidativo, devido ao seu alto potencial 

redox (2,80 V) (Teixeira & Jardim 2004). Este radical é o principal responsável pela 

dimerização do DNA das células de micro organismos, tais como, vírus e 

bactérias, inativando as suas funções vitais, podendo levar também à sua 

completa mineralização (Paschoalino 2006). Esta mineralização ocorre também 

nos processos de fotocatálise para a destruição de compostos orgânicos em água 

(Elliott & Zhang 2001; Kamat et al. 2002). 

O processo fotocatalítico que ocorre na superfície do catalisador, TiO2, e 

que gera as espécies oxidativas, podem ser compreendidas segundo as Equações 

2 a 9 (Rincón & Pulgarin 2003). 

O TiO2 utilizado na forma suspensa ou suportado, e irradiado pela luz UV ( 

200-400 nm) com intensidade maior que o band-gap entre a banda de valência 

(BV) e a banda de condução (BC),  causa a transferência eletrônica da banda BV 

a BC gerando o par elétron-lacuna (e-
BC/ h+

BV) (Equação 1.1). As lacunas, h+
BV 

geradas na superfície do catalisador, promovem reações de oxidação com 
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envolvem desinfecção fotocatalítica. Um exemplo disto são as conclusões obtidas 

no trabalho realizado por Cho et al. (2004), que correlacionou a inativação da 

bactéria E. coli com a concentração do radical •OH, gerado pelo processo 

fotocatalítico. Desta mesma forma, para estudos ecotoxicológicos, a propriedade 

fotocatalítica do TiO2 deve ser levada em conta uma vez que os efeitos ao 

ambiente aquático e à sua biota podem ser magnificados por esta propriedade. 

O processo de fabricação de TiO2 gera resíduos de minérios insolúveis ou 

águas residuais fortemente ácidas, além de poeiras que podem ter efeitos nocivos 

e em níveis inaceitáveis nos meios em que são lançados, gerando problemas 

ambientais graves.  

Por ser amplamente utilizado na indústria de cosméticos, de 

semicondutores, de tintas, dentre outras, o TiO2 tem grande possibilidade de 

chegar ao homem. Desta maneira, nos últimos anos vêm sendo bastante 

investigados os seus efeitos toxicológicos, envolvendo principalmente o trato 

respiratório (Grassian et al. 2007; Nemmar et al. 2008; Sayes & Warheit 2008), 

bem como estudos ecotoxicológicos utilizando organismos aquáticos (Wiench et 

al. 2009). 

 

1.3 - REGULAMENTAÇÃO DOS NANOMATERIAIS 

Como já foi dito, o número de produtos manufaturados utilizando 

nanotecnologia e aplicados em cosméticos, estocagem de alimentos e 

medicamentos tem crescido linearmente nos últimos anos (Figura 1.6) apesar de 

não serem bem conhecidos os efeitos que eles podem causar ao ambiente e à 

saúde humana (Chen & Schluesener 2008). Uma alternativa para a 

regulamentação seria adequar as normas já existentes para os produtos em 

escala nano, no entanto, esta seria uma decisão bastante crucial, uma vez que as 

propriedades de um determinado sistema condensado são diferentes quando 

comparadas a um sistema em escala nano. Um exemplo disto são materiais que 
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em macroescala possuíam propriedades condutoras ou semicondutoras, e que em 

escala nano podem se tornar isolantes (Toma 2005). 

Com o intuito de reunir informações sobre as áreas onde a regulamentação 

deveria ser considerada, organizações norte americanas como o Subcomitê 

Nacional e Conselho de Tecnologia (National Science and Technology Council, 

NSCT) e a Agência de Proteção Ambiental americana (U.S. Environmental 

Protection Agency, USEPA), bem como a Real Sociedade e a Real Academia de 

Engenharia do Reino Unido (Royal Society and Royal Academy of Engineers, 

RS/RAEng), têm publicado estudos a respeito dos riscos ambientais, à saúde 

humana, à segurança e as implicações éticas e sociais associadas ao 

desenvolvimento da nanotecnologia e dos nanomateriais (CST 2007; EPA 2008). 

Tendo em vista a regulamentação de produtos contendo NM, órgãos como 

a USEPA, a REACH CA (Registration, Evaluation, Authorisation & Retriction of 

CHemicals Competent Authorities) e a Organização Internacional para 

Padronização (International Organization Standardization, ISO) têm investido na 

elaboração de protocolos que padronizem a manufatura, comercialização e 

descarte de NM (Bullis 2005; EPA; ISO 2011). Desta forma, são necessários 

estudos que estabeleçam quais os riscos ao ambiente e à saúde humana 

decorrentes do uso de produtos manufaturados com base na nanotecnologia. 

 

2 - JUSTIFICATIVA DO TRABALHO 

No Brasil e no mundo nota-se a falta de compreensão dos efeitos deletérios 

dos NM (Hoet et al. 2004) ao meio ambiente, pois os estudos ainda são escassos 

em relação ao desenvolvimento e aplicação acelerada da nanotecnologia (Kahru & 

Dubourguier 2010). Esta tendência foi observada por uma análise da produção 

científica nos últimos 20 anos, envolvendo NM. Os resultados (Figura 1.12) 

confirmaram que as pesquisas envolvendo a descoberta e aplicações de novos 

NM e de dispositivos nanotecnológicos cresceram exponencialmente nos últimos 
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20 anos e que os estudos de toxicidade e de ecotoxicidade não cresceram da 

mesma maneira. 
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Figura 1.12 – Número de trabalhos publicados de 1990 a 2011 envolvendo 
nanomateriais. (ISI Web of Science 2011a-o) 

 

De modo particular, os estudos ecotoxicológicos começaram a surgir 

apenas a partir de 2006 (Figura 1.12) e desta forma se faz necessária uma análise 

mais profunda e uma discussão mais ampla sobre a ecotoxicidade, epidemiologia, 

persistência e bioacumulação dos NM presentes no ambiente. 

Ter conhecimento dos riscos potenciais que os NM causam aos sistemas 

aquáticos é de fundamental importância, visto o agravamento de problemas 

mundiais associados à questão da escassez de água potável (Rocha et al. 2004) e 

a poluição causada principalmente pela falta de tratamento de esgotos industriais 

e domésticos. 
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Como já foi comentado, o aporte de NM em sistemas de tratamento de 

esgotos convencionais sem o conhecimento do tratamento adequado para este 

tipo de resíduo, poderá causar perturbação do equilíbrio de todo o ecossistema 

aquático. Ao analisar o comportamento de NM em relação à biota aquática, será 

possível contribuir para a abertura de linhas de pesquisa que contemplem a 

regulamentação e protocolos de identificação do potencial tóxico, bem como de 

tratamento deste tipo de resíduo. O conhecimento dos riscos que os NM causam 

ao ambiente poderá ser decisivo para a sua comercialização, cuja autorização só 

possa ser realizada após o produto estar dentro dos padrões exigidos pela 

legislação quanto aos aspectos ambientais e de saúde pública. 

Além disto, outro fator de destaque é o impacto social que a pesquisa sobre 

os potenciais efeitos de nTiO2 e nAg no ambiente traz, pois geram dados que 

subsidiam ações para mitigar a poluição e gerar ambientes mais propícios às 

atividades industriais, afastando o risco de contaminação de áreas urbanas ou 

rurais, aliando desenvolvimento e preservação ambiental. Por fim, auxilia no 

processo de regulamentação dos NM, contribuindo para pesquisas mais 

aprofundadas sobre os riscos e uso de produtos contendo NM voltados para a 

agricultura, nutrição, saúde e energia. 

Vale destacar que para prover uma boa avaliação ecotoxicológica de um 

determinado NM é importante estabelecer uma abordagem multidisciplinar, ou 

seja, integrar à ecotoxicologia áreas como a biologia e a química. Deste modo, a 

análise química quanto à quantificação e caracterização de NM são fundamentais 

neste tipo de estudo. 
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3 - OBJETIVOS 

 GERAL 

Avaliar a toxicidade de nanopartículas de Ag e TiO2 (nAg e nTiO2) utilizando 

organismos teste representantes da biota aquática (bactéria, microcrustáceo e 

alga), através de uma abordagem multidisciplinar. 

 

 ESPECÍFICOS 

 Sintetizar e caracterizar amostras de AgNP e nTiO2 de formas alotrópicas 

distintas; 

 Avaliar a atividade bactericida dos NM sintetizados utilizando E. coli; 

 Avaliar a ecotoxicidade dos NM sintetizados frente aos organismos teste: V. 

fischeri, D. similis e à P. subcpipata; 

 Avaliar possíveis mudanças nas características química, morfológicas e de 

tamanho das amostras de AgNP devido ao contato com os meios de cultivo 

dos organismos teste utilizados; 

 Avaliar a relação entre a ecotoxicidade das suspensões de AgNP e o grau de 

aglomeração das mesmas. 
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CAPÍTULO 2 

 

2 - SÍNTESE E CARACTERIZAÇÃO DAS AMOSTRAS DE TiO2 E AgNP 

2.1 - INTRODUÇÃO 

Dentre os vários métodos utilizados para sintetizar nanopartículas ou 

nanoestruturas de TiO2 (nTiO2) na forma esférica, de bastões, nanotubos ou fios, 

pode-se citar o método de eletrodeposição, da oxidação direta, hidrotermal e o sol-

gel (Chen & Mao 2007).  

O método sol-gel tem sido bastante aplicado para a síntese de 

nanopartículas de TiO2 utilizadas nos processos de fotodegradação de 

contaminantes ambientais. Este método baseia-se na reação de hidrólise de um 

alcóxido de titânio (precursor), em meio ácido que na presença de água, sofre 

primeiramente a hidrólise, seguida de polimerização, nucleação e crescimento dos 

cristais. O crescimento e a aglomeração dos cristais de nTiO2 são dependentes do 

tipo do alcóxido empregado, do pH do meio reacional, bem como da temperatura 

de hidrólise (Crişan et al. 2007). Assim, estes fatores devem ser levados em conta 

quando se emprega o método sol-gel para a síntese de TiO2, o qual, dependendo 

das condições de calcinação do gel, podem ser obtidas as formas alotrópicas 

anatase ou rutilo. 

O método mais comum para sintetizar nanopartículas de prata ou nanoprata 

(nAg) baseia-se na reação de um precursor metálico, dissolvido em água, seguido 

da redução com um agente adequado na presença de um estabilizante dissolvido 

(Monge 2009; Santana et al. 2006; Zhang et al. 1996). A formação dos colóides de 

nanoprata envolve os mecanismos de nucleação e crescimento, como observado 

na Figura 2.1. 
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Figura 2.1 - Mecanismo de formação de nAg a partir da redução química do 
AgNO3. Figura adaptada de Monge (2009). 

 

Esta rota sintética gera uma suspensão aquosa, chamada de AgNP, 

constituída por nAg, íons Ag+, o estabilizante aplicado, além dos outros produtos 

que dependem do redutor e do precursor utilizados. A função do agente 

estabilizante é evitar que as nanopartículas se agreguem e possam influenciar o 

tamanho e a estrutura das nanopartículas, e no caso de produtos na forma de pó, 

a solubilidade (Lee & Meisel 1982). Suspensões de AgNP contendo nAg com 

diferentes graus de aglomeração (Figura 2.2) podem ser obtidas controlando as 

quantidades de agente redutor e precursor utilizados na síntese. 

 

 

Figura 2.2 - Suspensões de AgNP com diferentes graus de agregação. Fonte: 
Solomon et al. (2007). 
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A mudança da coloração das suspensões de AgNP apresentadas na Figura 

2.2 indica que a aglomeração das nAg aumenta na sequência da cor amarela (A) 

ao grafite (D). 

Vale destacar que esta rota sintética é muito versátil, uma vez que 

diferentes tipos de agentes estabilizantes podem ser utilizados com o objetivo de 

obter as nanopartículas de tamanho e forma controlados. Estas nanopartículas 

podem apresentar morfologia esférica, em forma de bastão, prisma ou fios. 

Contudo, é necessária a otimização das razões estequiométricas entre as 

quantidades de solvente, estabilizante e precursor utilizado, bem como a ordem da 

adição dos reagentes no processo de síntese. 

A caracterização físico-química quanto à composição química, tamanho, 

forma, área superficial, porosidade, morfologia, carga superficial e grau de 

aglomeração definem as propriedades mais importantes de um nanomaterial. 

Além disso, definem as suas possíveis aplicações, bem como as implicações 

ecotoxicológicas (Handy et al. 2008a; Handy et al. 2008b; Hassellöv et al. 2008; 

Wiesner et al. 2007). 

Os NM podem interagir de formas diferentes em contato com fatores 

abióticos de matrizes ambientais (pH, força iônica, dureza da água, matéria 

orgânica), o que pode gerar processos de agregação, bem como de redução/ 

oxidação, influenciando as respostas biológicas de vertebrados, invertebrados e 

plantas quando expostos a nanomateriais. 

Desta maneira, a especiação química é uma etapa importante a ser 

considerada nos estudos de ecotoxicidade de nanomateriais (Handy et al. 2008a). 

Neste sentido, Miao et al. (2009) estudaram os efeitos diretos e indiretos de nAg 

para o fitoplâncton marinho T. weissflogii e observaram que a nanoprata só é 

tóxica quando há Ag+ residual na faixa de 10-5 a 10-6 mol L-1, devido ao processo 

de oxidação do metal. Por outro lado, a maioria dos estudos em ambientes de 

água doce mostra apenas a toxicidade da nanoprata e não leva em conta a 

presença de íons Ag+ (Griffitt et al. 2008). 
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2.2 OBJETIVOS 

 GERAL 

Sintetizar e caracterizar amostras de TiO2 e AgNP, de modo que possam 

ser utilizadas nos testes de avaliação da atividade bactericida e de ecotoxicidade. 

 

 ESPECÍFICOS 

 Sintetizar amostras de TiO2 nas fases alotrópicas, rutilo e anatase, além da 

mistura de ambas; 

 Promover tratamento térmico às amostras de TiO2 comercial (TiO2 P25 

DEGUSSA) a fim de obter TiO2 na fase rutilo; 

 Sintetizar amostras de AgNP (suspensões contendo nanoprata) utilizando 

três estabilizantes distintos: carboximetil celulose (CMC), álcool polivinílico (PVA) 

e citrato de sódio; 

 Caracterizar as amostras de TiO2 e AgNP sintetizadas; 

 Observar a estabilidade das suspensões de AgNP sintetizadas no decorrer 

de 20 meses após a sua síntese; 

 Realizar a especiação da prata, ou seja, quantificar a concentrações de nAg 

e Ag+ nas suspensões de AgNP. 
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REAGENTES DE GRAU ANALÍTICO PARA A SÍNTESE DAS AMOSTRAS DE 

AgNP 

- Nitrato de prata, AgNO3 (CRQ); 

- Citrato de sódio, Na3C6H5O7 (SYNTH); 

- Borohidreto de sódio, NaBH4, (ACROS ORGANICS); 

- Alcool polivinílico (PVA), (-CH2CHOH)x (CRQ); 

- Carboximetilcelulose sódica (CMC), (-CH2CO2H)x (SYNTH). 

 

SOLUÇÔES PARA A SÍNTESE DAS AMOSTRAS DE AgNP 

- Soluções de nitrato de prata 5,0 x 10-3 mol L-1 e 2,5 x 10-3 mol L-1: foram 

preparadas dissolvendo 4,3 x 10-2 g e 2,1 x 10-2 g de AgNO3, respectivamente, em 

50 mL de água ultrapura e transferidas para recipientes envoltos com papel 

alumínio para proteger da luz. 

- Solução de borohidreto de sódio 2,0 x 10-3 mol L-1: foi preparada dissolvendo 1,1 

x 10-2 g de NaBH4 em 150 mL de água ultrapura. Esta solução foi utilizada 

imediatamente após o preparo. 

- Solução de borohidreto de sódio 1,0 x 10-2 mol L-1: foi preparada dissolvendo 3,8 

x 10-3 g de NaBH4 em 10 mL de água ultrapura. 

- Solução de PVA 1% (m/v): foi preparada dissolvendo 1,0 g de PVA em 100 mL 

de água ultrapura. 

- Solução de CMC 1% (m/v): foi preparada dissolvendo 1,0 g de CMC em 100 mL 

de água ultrapura. 

 

http://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%B3dio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%AAnio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%AAnio
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DIVERSOS 

- Brometo de potássio, KBr (SYNTH) 

- Dióxido de titânio aeroxide P-25, TiO2 (DEGUSSA) 

- Padrão AA Ag, 1000 mg L-1 (SPECSOL) 

- Cloreto de sódio, NaCl (SYNTH) 

 

2.3.1.1 - SÍNTESE DAS AMOSTRAS DE TiO2 

A síntese das amostras de TiO2 obtidas neste trabalho baseou-se no 

procedimento descrito por Kormann et. al. (1988) e por Crişan e. al. (2007) , no 

qual ocorre a hidrólise de um alcóxido de titânio, como mostra a equação global 

deste processo: 

 

Ti(C3H7O)4     +    2H2O         →          TiO2    +    4C3H7OH       (Equação 2.1) 

 

O tetraisopropóxido de titânio foi misturado com o 2-propanol na proporção 

de 1: 21 (v/v). Em seguida, esta mistura foi adicionada lentamente a 340 mL de 

uma solução de ácido perclórico (pH=1,5) em banho de gelo e sob agitação numa 

chapa de aquecimento/agitação CORNING PC-620. A amostra obtida permaneceu 

sob agitação à temperatura ambiente por 3 dias, quando tornou-se límpida. 

Posteriormente, foi aquecida em chapa a 60°C para a evaporação do solvente em 

um recipiente refratário para a obtenção do sol-gel. A calcinação do pó obtido foi 

realizada em uma mufla FB QUÍMICA modelo F2-DMP/R à temperatura de 400 °C 

ou a 900 °C por 1 hora com taxa de aquecimento de 30°C por minuto. 
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Para obter amostras nas formas cristalinas do TiO2, anatase (Anatase-S) e 

rutilo (Rutilo-S) foram conduzidas calcinações a 400°C e a 900°C, 

respectivamente. Outra amostra (M-S) foi obtida pela mistura de Anatase-S e 

Rutilo-S na proporção de 80: 20 (m/m). As amostras obtidas foram maceradas e 

em seguida caracterizadas. 

 

TRATAMENTO TÉRMICO DO TiO2 COMERCIAL AEROXIDE P25 DEGUSSA 

Com a finalidade de obter TiO2 na fase rutilo uma massa definida de TiO2 

P25 DEGUSSA (chamado neste trabalho de P25), constituído de cerca de 80% da 

fase anatase e 20% rutilo foi calcinada (Thompson Jr & Yates 2006). Utilizou-se 

uma rampa de aquecimento de 30°C por minuto até obter uma temperatura de 

900°C, que foi mantida por 1 hora. O material resultante foi chamado P25*. 

 

2.3.1.2 SÍNTESE DAS AMOSTRAS DE AgNP 

A rota sintética utilizada para obtenção da suspensão de AgNP baseou-se 

no trabalho proposto por Lee & Meisel (1982), no qual a redução de AgNO3 é feita 

com NaBH4 na presença de um estabilizante. A reação global proposta para este 

processo é a seguinte: 

 

AgNO3(aq) + NaBH4(aq) → Ag(s) + ½ H2(g)  +  ½ B2H6(aq)  +  NaNO3(aq)  (Equação 2.2) 

 

Na síntese das amostras de AgNP tanto o estabilizante quanto a razão 

molar [NaBH4]/[AgNO3] podem influenciar ou contribuir para a estabilidade dos 

colóides formados, devido às forças eletrostáticas (Solomon et al. 2007). 

Entretanto, com a adição de um estabilizante, este forma uma camada na 
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superfície das partículas de nanoprata (nAg) estabilizando-as por efeito estérico 

(Handy et al. 2008b; Monge et al. 2009). 

O tipo de estabilizante e a concentração do precursor utilizado na síntese 

de nanopartículas de prata podem influenciar na estabilidade dos colóides 

formados (Oliveira 2005; Monge 2009). A alta concentração do precursor (AgNO3) 

pode desestabilizar o meio e ocasionar aglomeração das nanopartículas, além de 

gerar alta concentração de Ag+ residual. 

Desta maneira, a fim de verificar qual o efeito que a concentração do 

precursor tem na formação do produto desejado, procurou-se determinar a 

concentração ótima de AgNO3 utilizada na síntese. Foram testados neste trabalho 

três estabilizantes diferentes, PVA, CMC e citrato de sódio, cujas fórmulas 

estruturais são mostradas na Figura 2.3. 
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Figura 2.3 - Estrutura dos agentes estabilizantes utilizados. 

 

Para obter amostras estáveis contendo nAg na forma esférica, utilizou-se o 

AgNO3 como precursor, NaBH4 como agente redutor e os estabilizantes 

apresentados na Figura 2.3. 
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Foram sintetizadas as amostras: Ag-PVA, Ag-CMC, Ag2-PVA, Ag2-CMC e 

Ag-citrato e na Tabela 2.1 estão as razões molares [NaBH4]/[AgNO3] utilizadas na 

síntese destas amostras e os estabilizantes testados. 

Tabela 2.1 - Razões molares [NaBH4]/[AgNO3] utilizadas nas sínteses das 
amostras de AgNP. 

Estabilizante [NaBH4]/[AgNO3] Nome da amostra 

Citrato de sódio 1,0 Ag-citrato 

PVA 
1,2 Ag-PVA 

2,4 Ag2-PVA 

CMC 
1,2 Ag-CMC 

2,4 Ag2-CMC 

 

A síntese das amostras Ag-PVA e Ag-CMC, foi realizada misturando-se 25 

mL de uma solução 5,0 x 10-3 mol L-1 de AgNO3 a 12,5 mL de PVA 1% ou CMC 

1% sob agitação e à temperatura ambiente. Em seguida, sob agitação constante e 

em banho de gelo, adicionou-se 75 mL de uma solução 2 x 10-3 mol L-1 de NaBH4. 

Depois de 20 minutos foi cessada a agitação e aguardou-se chegar à temperatura 

ambiente. O volume final foi completado a 125,0 mL com água ultrapura. Para a 

síntese das amostras Ag2-PVA e Ag2-CMC, foi seguido o mesmo procedimento, 

exceto pela substituição do uso da solução 5,0 x 10-3 mol L-1 de AgNO3 por uma 

de concentração 2,5 x 10-3 mol L-1. 

Na síntese da amostra Ag-citrato, dissolveu-se inicialmente 4,2 x 10-3 g de 

AgNO3 e 7,4 x 10-3 g de citrato de sódio em 100 mL de água ultrapura. A esta 

solução adicionou-se sob vigorosa agitação 3 mL de uma solução 2,0 x 10-3 mol L-

1 de NaBH4, sendo a agitação mantida por mais 30 segundos. 

Após a sua síntese, as amostras Ag-PVA, Ag-CMC, Ag2-PVA, Ag2-CMC e 

Ag-citrato foram caracterizadas quanto à forma, tamanho e estabilidade das 

nanopartículas obtidas. Estas amostras foram utilizadas nos testes de avaliação 

da atividade bactericida das nanopartículas de prata. 
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SÍNTESE DE NANOPARTICULAS DE PRATA COM DIFERENTES GRAUS DE 

AGLOMERAÇÃO 

Com o objetivo de obter amostras de AgNP com diferentes graus de 

aglomeração, foram realizadas sínteses utilizando razões molares [NaBH4]/ 

[AgNO3] que variaram de 0,25 a 4,84. O procedimento de síntese consiste na 

adição de alíquotas de uma solução AgNO3 5,0 x 10-3 mol L-1 a um volume fixo 

(150 mL) de uma solução de NaBH4 2 x 10-3 mol L-1 em banho de gelo e sob 

agitação constante. A quantidade de AgNO3 adicionada dependerá da razão 

[NaBH4]/[AgNO3] utilizada. Em seguida, adicionou-se 10 mL de uma solução CMC 

1% ou PVA 1%, utilizados como estabilizantes. As amostras obtidas, o 

estabilizante utilizado em cada uma delas e a razão molar [NaBH4]/ [AgNO3] 

encontram-se na Tabela 2.2. 

 

Tabela 2.2 - Razões molares [NaBH4]/[AgNO3] utilizadas nas sínteses das 
amostras de AgNP. 

Estabilizante [NaBH4]/[AgNO3] 
Identificação da 

amostra* 

PVA 4,84 6P 

CMC 4,84 5C 

PVA 1,20 2P 

CMC 1,20 4C 

CMC 0,48 3C 

PVA 0,25 1P 

* Os números na identificação das amostras referem-se à numeração das mesmas 
e as letras (C) e (D) correspondem respectivamente aos estabilizantes, CMC e 
PVA utilizados na síntese das suspensões de AgNP. 
 

As amostras 1P, 2P, 3C, 4C, 5C e 6P foram caracterizadas quanto à forma, 

tamanho, grau de agregação e estabilidade. 
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2.3.2 - CARACTERIZAÇÃO DOS NANOMATERIAIS EM ESTUDO 

As amostras de TiO2 foram caracterizadas quanto ao tamanho, área 

superficial e morfologia e as amostras de AgNP foram caracterizadas quanto ao 

tamanho e morfologia. Dentre as técnicas de caracterização existentes, utilizou-se 

difração de raios-X (DRX), microscopia eletrônica de varredura (MEV) e a 

microscopia eletrônica de transmissão (MET), área superficial específica pelo 

método Brunauer-Emmet-Teller (SBET), espectroscopia no infravermelho (IV), 

espectroscopia UV-Vis e espectroscopia de reflectância difusa na região UV-Vis 

(ERD UV-Visível). As amostras sólidas de TiO2 foram caracterizadas por IR, DRX, 

SBET, ERD UV-Vis e MEV. As amostras de TiO2 e AgNP foram caracterizadas por 

espectroscopia UV-Visível, MET e MEV. 

 

2.3.2.1 - ESPECTROSCOPIA NA REGIÃO DO INFRAVERMELHO 

Os espectros na região do infravermelho médio foram obtidos a partir de 

pastilhas formadas da mistura do material a ser analisado com KBr numa 

proporção de 1:9 (m/m). O aparelho utilizado foi um espectrofotômetro FTIR MB 

Series MICHELSON e cada espectro foi registrado com 32 varreduras na 

resolução de 4 cm -1. 

 

2.3.2.2 - ESPECTROSCOPIA UV-VISÍVEL 

Para a caracterização das dispersões coloidais sintetizadas, foi utilizado um 

espectrofotômetro PERKIN HELMER (HP) modelo 8453 que atua na região UV-

Visível. Quando necessário, as amostras foram diluídas com água ultrapura numa 

proporção de 1:5 (v/v) ou 1:10 (v/v). 
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2.3.2.3 - ESPECTROSCOPIA DE REFLECTÂNCIA DIFUSA NA REGIÃO UV-

VISÍVEL 

A análise dos sólidos obtidos foi realizada em um espectrofotômetro 

VARIAN, modelo DMS-100, de duplo feixe, sendo utilizado BaSO4 como 

referência. Os espectros de absorbância foram transformados pelo software do 

próprio instrumento na função F (R) utilizando o método Kubelka-Munk (Kortǜ 

1969; Ali et al. 2010). 

 

2.3.2.4 - MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA  

Para a obtenção das imagens de microscopia eletrônica de varredura foi 

preparado primeiramente um suporte de latão, no qual se fixou uma fita de 

carbono condutora dupla face (3MTM) onde foi feita a dispersão da amostra. Em 

seguida, metalizou-se esta superfície com Au a baixo vácuo em um metalizador 

Balzers modelo MED 20. O microscópio eletrônico usado foi um JEOL modelo 

JSM-6360LV para as amostras de AgNP e TiO2. 

 

2.3.2.5 - DIFRAÇÃO DE RAIOS-X 

Os difratogramas foram obtidos utilizando um difratômetro de raios-X 

SHIMADZU XDR 7000 utilizando uma radiação Cu (K ± 1,542 Å) a uma voltagem 

de 40 kV/30 mA numa faixa de 5-80°. 

 

2.3.2.6 - ÁREA SUPERFICIAL 

As medidas de área superficial específica foram realizadas utilizando o 

método Brunauer-Emmet-Teller, SBET (Iler 1979) de multipontos em um aparelho 

ASAP 2010 Micrometrics conectado a um controlador de fluxo. A adsorção foi feita 
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com N2 na temperatura do N2 líquido. Cerca de 4,0 x 10-1 g do material foi tratado 

em estufa a 120°C por 24 horas e em seguida encaminhada para o processo de 

gaseificação a 250°C no instrumento ASAP. 

 

2.3.3 - ESPECIAÇÃO DA PRATA NAS AMOSTRAS DE AgNP 

A quantificação das concentrações de nAg e de íons Ag+ nas amostras de 

AgNP sintetizadas foi feita em duas etapas: primeiro a quantificação da prata total 

(prata elementar, Ag0) e em seguida a determinação dos íons Ag+.  

A quantificação da prata total foi realizada por espectrometria de emissão 

em plasma acoplado indutivamente (ICP-AES), cujas condições de operação 

estão na Tabela 2.3. 

Tabela 2.3 - Condições de operação do instrumento para a determinação do Ag 
total nas amostras de AgNP. 
Vazão da amostra (mL min-1) 1,00 

Potência da radio frequência (W) 1300 

Vazão do plasma de argônio (L min-1) 15 

Vazão do argônio auxiliar (L min-1) 0,50 

Vazão de nebulização (L min-1) 0,80 

Leitura do delay (s) 30 

Tempo de integração (s) (min. – max.) 1-5 

Replicatas 3 

Comprimento de onda (nm) Ag I: 328,068 

Correção do background  2 pontos 

 

As medidas analíticas foram feitas em triplicata, e para minimizar o efeito de 

matriz das amostras (causado pela presença dos estabilizantes utilizados na 





Capítulo 2 – Síntese e caracterização das amostras de TiO2 e AgNP-------------------  
 
 

48 
 

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

T
ra

n
sm

it
ân

ci
a 

(%
)

Numero de Onda (cm-1)

 P25
 P25*
 M-S
 Anatase-S

 

Figura 2.4 - Espectros na região do infravermelho das amostras de TiO2, exceto 
para a amostra Rutilo-S. 

 

Os picos entre 400 e 600 cm-1 e entre 680 e 800 cm-1 indicados na Figura 

2.4 são característicos do estiramento Ti-O-Ti e da presença da estrutura TiOn (n < 

6), respectivamente (Ivanova & Harizanova 2001). As absorções em torno de 3500 

e 1600 cm-1 indicam a presença do estiramento O-H, devido à adsorção de água 

na superfície do material (Griffiths & Rochester 1977; Connor et al. 1999). 

 

2.4.1.2 - CRISTALINIDADE, TAMANHO, ÁREA SUPERFICIAL E MORFOLOGIA 

A cristalinidade das amostras de TiO2 foi indicada pelos difratogramas de 

raios-X (Figura 2.5), os quais mostraram a predominância da fase anatase ou 

rutilo nas amostras Rutilo-S, P25* e Anatase-S. 
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(Equação 2.3) 

Além disto, ao utilizar as informações dos difratogramas em conjunto com a 

equação de Debye-Scherrer foi possível estimar o tamanho médio dos cristalitos 

de TiO2 (Equação 2.4) (Jung & Kim 2010): 

 

 (Equação 2.4) 

Onde: 

L = tamanho da partícula (cristalito); 

K = constante cujo valor é 0,9, assumindo que as partículas têm forma esférica; 

λ = comprimento de onda dos raios-X (1,5406 Å para a radiação Kα do Cu); 

B = largura do pico de difração (plano 101 para anatase e plano 110 para rutilo) 

determinado à meia altura de sua intensidade; 

θ = ângulo de Bragg referente do pico de difração em graus. 

A Tabela 2.4 mostra os tamanhos médios dos cristalitos, os valores de 

área superficial e a % de anatase e rutilo nas amostras de TiO2. O tamanho dos 

cristalitos de cada amostra variou na faixa de 10-27 nm e a área superficial de 9 a 

49 m2 g-1. As amostras contendo predominantemente a fase anatase (Anatase-S), 

mostraram menor tamanho e maior área superficial, comparadas às amostras com 

maior quantidade de rutilo na sua composição (Rutilo-S e P25*). Isto ocorre 

devido à temperatura de síntese das amostras Rutilo-S e P25*, uma vez que, ao 

elevar a temperatura de síntese de 400 para 900 °C causa a aglomeração das 

nanopartículas e com isso, aumento do tamanho do cristalito (Kumar 1995; Li et al. 

2004). 
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Figura 2.10 Espectros de absorção UV-Visível das amostras de TiO2. 

 

2.4.2 - CARACTERIZAÇÃO DAS SUSPENSÕES DE AgNP 

Todas as amostras de AgNP, Ag-citrato, Ag-PVA, Ag-CMC, Ag2-PVA e 

Ag2-CMC sintetizadas segundo os diferentes tipos de agentes estabilizantes 

utilizados apresentaram cor amarelada a castanho, como está ilustrado na Figura 

2.11. 

 

Figura 2.11. Amostras de AgNP após 60 dias de sua síntese (a) Ag-PVA (b) Ag-
CMC (c) Ag-citrato (d) Ag2-PVA (e) Ag2-CMC. 
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Para caracterizar as suspensões de AgNP quanto a forma das nAg obtidas, 

utilizou-se a espectroscopia UV-Visível, que permite a observação do fenômeno 

de ressonância dos plasmon de absorção de nanopartículas metálicas (Noguez 

2007). As suspensões de AgNP sintetizadas (Ag-citrato, Ag-PVA, Ag-CMC, Ag2-

PVA e Ag2-CMC) foram diluídas (1:10) e em seguida resgistrados seus espectros 

(Figura 2.12). 
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Figura 2.12 - Espectros UV-Vísivel para as amostras Ag-PVA, Ag-CMC, Ag-
citrato, Ag2-PVA e Ag2-CMC. 
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A presença dos plasmon de absorção em torno de 400 nm para todas as 

amostras de AgNP (Figura 2.12) evidenciam a formação de Ag nanométrica na 

forma esférica nas amostras de AgNP (Noguez 2007; Solomon et al. 2007; Zhang 

& Noguez 2008). 

 

2.4.2.1 ESTABILIDADE DAS AMOSTRAS DE AgNP COM NANOPARTÍCULAS 

ESFÉRICAS 

Com o intuito de avaliar a estabilidade das amostras de AgNP a serem 

utilizadas nas próximas etapas deste trabalho, foram realizados estudos contínuos 

envolvendo tais amostras. Em um estudo inicial foram avaliadas as amostras 

AgPVA, Ag2PVA, AgCMC e Ag2CMC, sintetizadas em maio de 2008. Para cada 

uma destas amostras foram registrados os espectros na região UV-visível após 5 

dias e após 20 meses decorridos da síntese (Figura 2.13) e adicionalmente, para 

Ag2PVA e Ag2CMC, foram registrados também os espectros UV-visível após 8 

meses da sua síntese. 

Como observado nas Figuras 2.13A e 2.13D, as amostras AgPVA e 

Ag2CMC revelam-se estáveis até 20 meses após a sua síntese, visto que o 

deslocamento e a diferença na intensidade dos espectros após este período é 

mínimo. Este comportamento evidencia a predominância da mesma população de 

nanopartículas na forma esférica, visto que os picos possuem quase a mesma 

intensidade em torno de 400 nm e a tendência a não aglomeração. 

A amostra Ag2PVA (Figura 2.13C) apresenta o mesmo comportamento até 

o oitavo mês após a sua síntese. Passados 20 meses, o espectro de menor 

intensidade revela que a população de nanopartículas diminuiu. 
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Figura 2.13 - Espectros de absorção UV-Visível das amostras de AgNP, AgPVA, 
Ag2PVA, AgCMC e Ag2CMC, sintetizadas em maio de 2008. 

 

O comportamento da amostra AgCMC (Figura 2.13B) mostra que após 20 

meses a população de nanopartículas de Ag aumentou consideravelmente. O 

deslocamento do máximo de absorbância de 390 nm para 455 nm indica que as 

nanopartículas podem não ser esferas perfeitas, dada possível tendência à 

aglomeração observada (Solomon et al. 2007; Oliveira 2005). 
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2.4.2.2 CARACTERIZAÇÃO DAS SUSPENSÕES DE AgNP COM DIFERENTES 

GRAUS DE AGLOMERAÇÃO 

O aspecto visual das amostras de nanoprata sintetizadas, 1P, 2P, 3C, 4C e 

6P é ilustrado na Figura 2.14. A mudança de coloração é indício dos diferentes 

graus de aglomeração das nanopartículas de prata. A mudança de coloração das 

amostras de AgNP, do amarelo ao cinza indica que as nAg que estavam na forma 

esférica (6P) passam a formas mais alongadas (1P) (Solomon et al. 2007) 

 

                     1P           2P           3C           4C           6P  

 

 

 

Figura 2.14 - Aspecto visual das amostras de AgNP sintetizadas. Na ordem da 
esquerda para a direita observa-se que o grau de aglomeração das nAg diminui. 

 

Os espectros de absorção UV-Visível das amostras de AgNP (Figura 2.15) 

mostraram picos de absorção de ressonância plasmon em diferentes faixas 

espectrais. Este aspecto se deve à presença de nanoprata em diferentes graus de 

aglomeração. A presença de uma banda com absorção máxima entre 400 e 443 

nm (Figura 2.15) é indício da presença de nanoprata na forma esférica, enquanto 

outra banda com absorção máxima entre 500 e 700 nm sugere a formação de 

nanoprata alongadas (Aslan et al. 2005). 
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Figura 2.16 - Micrografias de microscopia eletrônica de transmissão das amostras 
5C e 6P e a distribuição de tamanho de partícula da amostra 5C. 

 

Por outro lado, as duas bandas de absorção plasmon em 400 e 535 nm da 

amostra 2P (Figura 2.15), indicam que as nAg apresentam tendência à agregação 

e consequentemente à formação de formas alongadas destas nanopartículas, 

como indicado na Figura 2.17. 
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Figura 2.17 - Micrografias de microscopia eletrônica de transmissão da amostra 
2P nas escalas de 200nm e 50 nm. 

 

Dentre as amostras de AgNP sintetizadas com diferentes graus de 

aglomeração, a amostra 1P tem maior tendência à aglomeração das nAg, por 

apresentar um pico de ressonância por volta de 400 nm e uma banda de absorção 

acima de 600 nm. Isto é confirmado através das imagens de transmissão 

eletrônica (Figura 2.18) da amostra, que apresenta nAg aglomeradas, nAg 

esféricas dispersas na suspensão (representadas pelos pontos mais claros), além 

de nAg que constituem pequenos agrupamentos isolados (Figura 2.18A). Estes 

pequenos agrupamentos, constituídos de nAg de tamanhos diferentes bem como 

os agregados maiores estão indicados nas Figura 2.18B e C, respectivamente. 
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Figura 2.18 - Micrografias de microscopia eletrônica de transmissão da amostra 
1P nas escalas de 200, 100 e 50 nm. 

 

A tendência à aglomeração observada nas amostras 1P e 2P, ocorreu 

devido à desestabilização do meio reacional, causado por dois fatores: o tipo de 

estabilizante utilizado e a mudança da carga superficial das nanopartículas. Neste 

caso, o excesso de precursor (AgNO3) adicionado promoveu um excesso de 

cargas positivas (Ag+) na superfície das nanopartículas e tanto os íons BH4
- e o 

PVA não foram eficientes em promover a estabilização eletrostática e estérica, 

levando ao processo de aglomeração das nAg (Hand et al. 2008). Desta maneira, 

foi possível utilizar o agente precursor (AgNO3) como reagente limitante para a 

produção de nAg de tamanho e formas diferentes. 

A B 

C 
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2.4.3  - ESPECIAÇÃO DA PRATA NAS AMOSTRAS DE AgNP 

2.4.3.1 - QUANTIFICAÇÃO DA PRATA TOTAL 

As amostras de AgNP sintetizadas neste trabalho apresentaram 

concentração de prata total na faixa de 26,2 a 318,0 mg L-1  e as determinações 

tiveram coeficiente de variação (CV) na faixa de 0,1 a 7,1 % (Tabela 2.5). 

 

Tabela 2.5 - Resultados da determinação da concentração de Ag total nas 
amostras de AgNP sintetizadas.  

Amostras [Ag]Total (mg L-1) R2 Desvio padrão CV (%) 

6P 30,5 0,97 ± 0,04 0,1 

5C 20,2 0,91 ± 0,2 0,6 

2P 114,3 0,98 ± 1,0 0,9 

4C 103,6 0,97 ± 0,8 0,8 

3C 228,3 0,95 ± 1,1 0,5 

1P 318,0 0,98 ± 8,2 2,6 

Ag-PVA 103,6 0,99 ± 14,4 7,1 

Ag2-PVA 45,3 0,97 ± 0,5 1,0 

Ag-CMC 112,4 0,99 ± 3,0 2,4 

Ag2-CMC 59,2 0,99 ± 0,3 0,4 

R2 : Coeficiente de correlação; [Ag]Total: Concentração de prata total nas amostras 
de AgNP; CV: Coeficiente de variação. Para cada amostra foram feitas três 
réplicas (n=3). 
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Tabela 2.6 - Resultados da determinação da concentração de nAg e Ag+ nas 
amostras de AgNP sintetizadas. 

Amostras [Ag+] (mg L-1) [nAg] (mg L-1) % Ag+ 

6P 0,2 30,4 0,6 

5C 0,2 26,0 0,7 

2P 3,5 110,8 3,1 

4C 11,9 91,7 11,5 

3C 107,9 120,4 47,3 

1P 153,9 164,2 48,4 

Ag-PVA 0,2 77,3 0,2 

Ag2-PVA 0,9 44,4 2,0 

Ag-CMC < LD 112,3 - 

Ag2-CMC < LD 80,2 - 

 

 Por outro lado, observando a concentração de Ag+ (Figura 2.21) nas 

amostras de AgNP nota-se que as amostras que apresentaram maior tendência à 

aglomeração, 1P e 3C são as que exibem maior porcentagem de íons Ag+, 

respectivamente, 47,3 e 48,4%. 
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diferentes graus de aglomeração, contendo uma mistura de nAg esféricas e de 

formas aglomeradas. 

A quantificação das concentrações de prata total e Ag+ nas amostras de 

AgNP foi realizada com sucesso utilizando potenciometria direta e ICP-AES. 
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CAPÍTULO 3 

 

3. AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE BACTERICIDA DAS AMOSTRAS 

DE TiO2 E AgNP 

3.1 - INTRODUÇÃO 

Nos últimos anos vem sendo comum encontrar produtos que utilizam 

nanopartículas antibacterianas, tais como a nanoprata (Fortner et al.2005) e o 

TiO2. Neste contexto, vários estudos têm investigado a propriedade bactericida 

destes nanomateriais. O TiO2 por sua vez, também tem sido bastante utilizado em 

processos de desinfecção, devido às suas propriedades fotocatalíticas (Baker et 

al. 2005; Monge 2009; Paschoalino 2006; Panacek et al. 2006; Morones et al. 

2005; Shrivastava et al. 2007; Sondi & Salopek-Sondi 2004). 

As bactérias são micro organismos procarióticos, ou seja, desprovidos de 

núcleo celular e com forma muito simples, esféricas, cilíndricas ou espirais. Seu 

diâmetro ou largura varia geralmente de 0,5 a 1 mm e por apresentarem alta 

relação área superficial/tamanho, possuem uma alta taxa metabólica e de 

crescimento. Para a E. coli, por exemplo, sob condições otimizadas, o tempo de 

divisão celular se dá em aproximadamente 20 minutos, enquanto que células de 

mamíferos manipuladas no laboratório levam de 13 a 24 horas para realizar este 

processo (Pelczar et al.1997). 

A reprodução bacteriana se dá por um processo chamado fissão binária, no 

qual a célula se divide em duas e após um determinado período de incubação no 

meio de cultura adequado, é gerada uma nova célula, e assim sucessivamente por 

progressão geométrica. Este processo depende das condições ambientais, como 

temperatura, agitação e pH (~7,0) do meio de cultivo, por isso é tão importante o 
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controle destas condições a fim de se obter um crescimento satisfatório. O 

crescimento bacteriano ocorre em quatro fases distintas: a fase lag, a fase 

logarítmica (log) ou exponencial, a fase estacionária e a fase de declínio ou morte, 

como ilustram a Figura 3.1. 

 

 

Figura 3.1 - Fases de crescimento bacteriano. Fonte: Pelczar et al. (1997). 

 

Como observado na Figura 3.1, na fase lag não há um crescimento 

bacteriano expressivo no tempo, consistindo no seu período de adaptação no 

meio de cultivo, e há um aumento do tamanho celular, o que indica que a divisão 

está próxima. Na fase logarítmica ocorre o crescimento rápido e máximo das 

bactérias viáveis. A fase estacionária corresponde ao período de esgotamento de 

nutrientes, e a taxa de crescimento é equivalente à taxa de morte, devido à 

liberação de substâncias tóxicas intracelulares. Já na fase de declínio ou morte, o 

número de bactérias viáveis decresce exponencialmente, ou seja, é o inverso da 

fase log (Pelczar et al.1997). 

O crescimento bacteriano pode ser mensurado através de vários métodos, 

tais como a contagem em placas, contagem microscópica, contagem celular 

eletrônica, turbidez ou produtos metabólitos. Dependendo do gênero e espécie da 
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bactéria utilizada como bioindicador de toxicidade, pode-se monitorar a resposta 

em termos, por exemplo, da produção de trifosfato de adenosina (ATP), inibição 

da luminescência, bem como pela respiração bacteriana (Farah 2001). 

 

3.1.1 - Testes utilizando E. coli 

A bactéria E. coli é muito utilizada em ensaios toxicológicos porque constitui 

um organismo de fácil manipulação e reprodução, além de ser abundante em um 

ecossistema. Segundo Pelczar Jr. et al. (2005): “As bacterias, em particular a E. 

coli, são consideradas essenciais para a pesquisa biológica, porque elas fornecem 

indícios para as características metabólicas e genéticas em geral”.  

A E. coli (Figura 3.2) é uma bactéria Gram-negativa (possuem parede 

celular externa mais fina (10 a 15 nm), o que facilita o transporte de nutrientes) 

anaeróbia facultativa, presentes no intestino do homem ou animais de sangue 

quente, que fermentam a lactose com produção de gás. 

 

Figura 3.2 – Ilustração da bactéria E. coli. Fonte: 
http://www.glogster.com/media/3/14/24/60/14246098.jpg 
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O meio de cultivo (ou de cultura) no qual a E. coli se reproduz é simples e 

constituído basicamente de glicose como fonte de energia e de carbono, fosfato 

de amônio e potássio, como tampão e fontes de íons essenciais, tendo a água 

como solvente (Pelczar et al. 1997). 

Dentre os ensaios de toxicidade que utilizam a bactéria E. coli encontra-se 

o ensaio respirométrico (Bitton & Dutka 1986), no qual monitora-se a concentração 

de CO2 produzida pela bactéria. Desta forma, na presença de um agente 

estressor, é possível correlacionar a inibição do crescimento bacteriano com a 

diminuição da produção de CO2. A concentração de CO2 neste caso pode ser 

medida por potenciometria (Dorward & Barisas 1984; Farah 2001), bem como 

através de um sistema por análise de injeção em fluxo (FIA), FIA/Condutímetro, 

como fizeram Jardim et al. (1990), que correlacionaram o crescimento bacteriano 

no tempo com a concentração de CO2. Desta forma, esses outros, puderam 

propor um sistema para a determinação da toxicidade aguda para inúmeras 

substâncias, como o antibiótico Bactrin, os metais, Cu, Cd, Ni e Hg, além de 

sedimentos de sistemas aquáticos poluídos (rio Tietê e lago da UNICAMP). 

Desde então, o sistema FIA/Condutimétrico vem sendo utilizado para a 

determinação da toxicidade aguda de metais (Jardim et al. 1993), de 

combustíveis, de antibióticos e a avaliação dos produtos da degradação de 

compostos aromáticos clorados utilizando TiO2 (Jardim et al. 1997). 

No trabalho realizado em 1993 por Guimarães & Jardim, comparou-se a 

toxicidade aguda dos combustíveis, etanol, metanol e gasolina em separado e 

misturados, frente a E. coli, a fim de obter respostas sobre seus efeitos sinérgicos, 

os quais, se mostraram relevantes no contexto da toxicidade dos combustíveis 

investigados. 

Este sistema FIA/ Condutimétrico mostra-se bastante versátil quanto ao tipo 

de bactéria utilizada. Um exemplo disto foi o trabalho realizador por Gimenez em 

(1994) que, além da E. coli, foram utilizaram outras bactérias, como 

Staphylococcus aureus, Salmonella choleraesuis e Enterococcus faecalis com a 
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finalidade de propor um protocolo que resultasse em respostas rápidas (máximo 

de 8 horas) na análise da sensibilidade de antibióticos, outros produtos 

farmacêuticos e o potencial tóxico de bactericidas de uso doméstico, hospitalar e 

industrial. Os resultados desta pesquisa indicaram que o método utilizando tal 

sistema, é rápido, seguro e de baixo custo para avaliar a sensibilidade de 

antibióticos, bem como determinar a atividade bactericida dos desinfetantes 

testados. 

Farah, (2003) propôs um teste agudo de toxicidade utilizando as bactérias 

Klebsiella oxytoca e E. coli a fim de comparar as respectivas sensibilidades frente 

a diferentes agentes estressores, dentre esses, íons metálicos de Hg+2, Cd+2 e 

Cu+2, bem como o antibiótico tetraciclina e detergentes hospitalares. Os resultados 

demonstraram maior resistência da E. coli em relação aos íons metálicos do que a 

K. oxytoca. 

Até o momento, não há relatos na literatura da aplicação do sistema FIA/ 

Condutimétrico para a avaliação da atividade bactericida de nanomaterias, embora 

haja muitos estudos utilizando E. coli como organismo teste, sendo a contagem 

em placas (Silva et al. 2005) o método mais comum para verificar o seu 

crescimento.  

 

3.2 - OBJETIVOS 

 GERAL 

Avaliar a atividade bactericida das amostras de TiO2 e AgNP e desta forma, 

verificar se as mesmas correspondem aos padrões descritos na literatura e que 

apresentam atividade bactericida. 
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 ESPECÍFICOS 

 Utilizar o sistema FIA/Condutimétrico para observar o efeito bactericida dos 

NM testados; 

 Avaliar a atividade bactericida das amostras de TiO2 (P25 e P25*) e das 

amostras de AgNP, Ag-citrato, Ag-PVA, Ag-CMC, Ag2-PVA e Ag2-CMC, 

utilizando E. coli como organismo teste; 

 Utilizar a radiação UV-A durante o teste com E. coli para avaliar o efeito 

bactericida do TiO2 fotoativo.  

 

3.3 - EXPERIMENTAL 

3.3.1 - TESTE EMPREGADO PARA AVALIAR A ATIVIDADE BACTERICIDA   

DAS AMOSTRAS DE TiO2 E DAS SUSPENSÕES DE AgNP 

A inibição do crescimento da E.coli foi observada pelo ensaio respirométrico 

que utiliza um sistema FIA/condutimétrico. O método baseado na análise de 

injeção em fluxo com a detecção condutimétrica de CO2 tem sido bastante 

utilizado para a determinação da inibição da respiração da bactéria E. coli 

(Guimarães 1995; Jardim et al. 1993; Gimenez 1994), pois mede a concentração 

de CO2 produzido e permite acompanhar o crescimento bacteriano no tempo. Este 

método caracteriza-se como um ensaio respirométrico para determinação da 

toxicidade de substâncias deletérias à bactérias. 

O sistema FIA/Condutimétrico para a determinação de CO2 foi inicialmente 

proposto por Jardim et al. (1990) e tem como princípio básico o equilíbrio químico 

entre as espécies carbônicas, HCO3
-
(aq) e CO3

2-
(aq) (Equação 3.1). O meio ácido 

será favorável à formação de CO2 e H2O e estando o CO2 em meio aquoso, 

formará HCO3
-, e desta forma o aumento da condutância do fluxo monitorado será 

proporcional à concentração de CO2 presente na amostra. 
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1995), uma absorbância em torno de 0,05 u. a. significa uma população média 

bacteriana de 106 a 108 UFC mL-1. Este valor em absorbância, corresponde a uma 

concentração média de 2 a 5 mg L-1 CO2, quando foi iniciado o ensaio 

respirométrico. Esta suspensão bacteriana foi então denominada de inóculo 

estoque. 

 

e) Execução do ensaio utilizando o sistema FIA/Condutimétrico 

Para este ensaio, foram confeccionados frascos padronizados de quartzo 

com diâmetro interno de 2,30 cm e aproximadamente 13,50 cm de altura e 

capacidade volumétrica em torno de 30 mL. O número de amostras utilizadas no 

ensaio foi limitado pelo tamanho do banho termostatizado que comporta 8 frascos 

de quartzo (Figura 3.3), dos quais 4 frascos são destinados às amostras, 2 para os 

controles inicial (Ci) e final (Cf), 1 para a tetraciclina e outro para o branco. 

 

 

Figura 3.3 - Tubos de quartzo e a sua disposição dentro do banho termostatizado. 
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No frasco de cada amostra foi inserido 25,0 mL da suspensão bacteriana 

com absorbância em torno de 0,05 U.A (106 a 108 UFC mL-1) e as diferentes 

concentrações dos agentes estressores. Os controles Ci e Cf são constituídos 

apenas da suspensão bacteriana (106 a 108 UFC mL-1). Como se estabeleceu 

leituras de CO2 a cada 20 ou 30 minutos, a leitura do Ci foi realizada sempre no 

início de cada intervalo de tempo estabelecido e após terem sido lidos o branco, 

as amostras e a tetraciclina foi feita a leitura do Cf. 

O uso dos dois controles (Ci e Cf) é necessário, pois, para cada tempo 

fixado para a leitura, entre a medida do primeiro e do último frasco de análise 

decorrem cerca de 10 minutos e dado o crescimento exponencial da E. coli no 

tempo é importante acompanhar o seu crescimento nas amostras entre estes dois 

controles. O antibiótico tetraciclina na concentração de 0,5 mg L-1 foi utilizado com 

o intuito de observar a repetibilidade e a reprodutibilidade dos ensaios, uma vez 

que este medicamento é tóxico à E. coli. Desta maneira, apresentando uma 

porcentagem de inibição respirométrica alta para os ensaios realizados garante-se 

que a cultura bacteriana está respondendo adequadamente ao agente estressor 

aplicado. O branco é constituído apenas do MCE. 

Todos os frascos foram mantidos no banho termostatizado a 37° C e o 

monitoramento dos sinais de condutividade foi realizado a cada 20 ou 30 minutos. 

O tempo total de análise se deu entre 120 e 180 minutos e dependeu da 

concentração máxima de CO2 atingida pelos controles (Ci e Cf) dada pela curva 

de calibração utilizada. Neste caso a faixa de concentração variou de 3 a 72 mg L-

1. Vale destacar que foram feitas leituras dos padrões de CO2 no início e no final 

do ensaio, a fim de se obter uma curva de calibração que refletisse as condições 

experimentais durante todo o período de ensaio. 
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3.3.1.1 - PARÂMETROS MEDIDOS NO TESTE 

3.3.1.2 - QUANTIFICAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE CO2 

Para a quantificação da concentração de CO2 pelo sistema FIA foi 

construída uma curva analítica e, para cada padrão, a condutividade é 

proporcional à concentração de CO2. Na construção da curva analítica foram 

utilizados padrões na faixa de concentração de 3 a 72 mg L-1, preparados a partir 

de uma solução estoque de Na2CO3 1000 mg L-1. Utilizando os valores da 

condutividade de cada padrão, foi construído o gráfico da concentração de CO2 

em mg L-1 em função do sinal de condutividade. 

O modelo exponencial (Farah 2001; Guimarães1995) de calibração 

utilizada é expresso pela Equação 3.2: 

Y = AXB        (Equação 3.2) 

Y é a intensidade do sinal de condutividade; X a concentração de CO2; A e B são 

os parâmetros ajustáveis.  

Quando este modelo é linearizado, é obtida a expressão matemática 

representada pela Equação 3.3: 

ln Y = ln A + B ln X       (Equação 3.3) 

Como já dito anteriormente, a leitura dos padrões de CO2 foi registrada no 

início e no final do ensaio, com medidas em duplicata. 

 

3.3.1.3 - CÁLCULO DO TEMPO DE DUPLICAÇÃO (TD) 

O cálculo do tempo de duplicação (tD) da população de bactérias foi 

determinado de acordo com a Equação 3.4 (Von Sperling 1996): 

ln [Ct] / [C0] = kt       (Equação 3.4) 
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Ct é a concentração do CO2 (mg L-1) da amostra em um tempo qualquer; C0 

é a concentração de CO2 do MCE no início de cada teste; k (min-1) é uma 

constante relacionada com o crescimento bacteriano; t é o tempo expresso em 

minutos. 

O tD será aquele no qual a concentração Ct for igual a duas vezes a 

concentração inicial C0. Desta forma, a Equação 6.5 pode ser escrita como segue:  

ln (2) = ktD        (Equação 3.5) 

Desta forma, (ln2)/k fornece o tempo de duplicação da biomassa bacteriana 

(em minutos) nas condições experimentais utilizadas, e para o cálculo do tD é 

necessária a identificação da fase log do crescimento no gráfico que representa a 

curva de crescimento bacteriano (Figura 3.1). 

 

3.3.1.4 - CÁLCULO DA CONCENTRAÇÃO EFETIVA (CE) 

A CE50 é obtida do gráfico da porcentagem de inibição pela concentração 

do agente tóxico em um determinado tempo. A Equação 3.6 apresenta a 

expressão utilizada no cálculo da concentração efetiva: 

CE = [(C – A) / C] x 100 %      (Equação 3.6) 

Onde: C é a diferença da concentração final e inicial de CO2 do controle; A, a 

diferença da concentração final e inicial do CO2 da amostra. 

Entretanto, para obter o valor da EC50, é preciso que os pontos sobre o 

gráfico da CE pela concentração do composto avaliado se aproximem de uma 

curva ou reta, de forma que seja possível a realização de um ajuste matemático, 

semelhante ao processo de obtenção da concentração de CO2. 
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3.3.2 - AMOSTRAS DE TiO2 E AgNP TESTADAS 

Foram utilizadas as amostras de TiO2 P25 (anatase) e P25*(rutilo) nas 

concentrações de 1, 50, 500 e 1000 mg L-1. Estas foram preparadas a partir de 

uma suspensão estoque de 2000 mg L-1, que foi submetida a 30 minutos de 

sonicação em um ultrassom BRANSON 2210 para desagregação das partículas. 

As amostras de AgNP, Ag-PVA, Ag2-PVA, Ag-CMC e Ag2-CMC foram 

testadas na faixa de concentração de 0,04 a 0,8 mg L-1. Já a amostra Ag-citrato 

foi testada na faixa de concentração de 0,5 a 4,3 mg L -1. Estas concentrações 

foram calculadas em termos da concentração de nAg e não em relação à prata 

total, uma vez que a concentração de íons Ag+ nas mesmas não foi significativa. 

 

3.3.3 - ADAPTAÇÃO NO SISTEMA FIA/CONDUTIMÉTRICO PARA EXPLORAR 

A FOTOATIVIDADE DAS NANOPARTÍCULAS DE TiO2 

Para avaliar a atividade bactericida da P25 frente à E. coli foram elaborados 

experimentos em três situações distintas: (a) sob radiação UV-A (λ varia entre 

315-400 nm) emitida por uma lâmpada fluorescente de luz negra com potência de 

8 W, cuja intensidade da radiação variou de 0,08 e 0,20 m W cm -2; (b) sob 

radiação UV-Visível (λ variam entre 200-800 nm) emitida por uma lâmpada de 

vapor de mercúrio com potência de 150 W e (c) sem irradiação (no escuro). As 

condições de irradiação foram aplicadas às amostras, ao MCE e à tetraciclina, 

presentes no banho termostatizado. 

A Figura 3.4 ilustra o sistema montado no banho termostatizado para 

reproduzir as três situações (iluminação com radiação UV-Visível; com radiação 

UV-A e no escuro) e a disposição dos frascos, que foi organizada de modo que a 

radiação emitida fosse constante para todos. Foi montada primeiramente em uma 

caixa de madeira a instalação elétrica da lâmpada UV-A de 8W (Figura 3.4B). A 

lâmpada UV-A foi introduzida no banho termostatizado, o qual continha os tubos 
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de quartzo (Figura 3.4A). Para gerar a condição de escuro, colocou-se a caixa 

sem a lâmpada sobre o banho termostatizado, contendo as amostras. 

 

   

Figura 3.4 - Banho termostatizado contendo A) tubos de quartzo e a sua 
disposição dentro do banho B) sistema de iluminação e a lâmpada UV-A 
introduzida no banho termostatizado. 

 

Dependendo da intensidade da radiação utilizada no ensaio, trocou-se o 

tubo de quartzo de parede única (Figura 3.5A) pelo de parede dupla que permitia 

resfriamento (Figura 3.5B). A fonte de radiação UV-Visível utilizada, a lâmpada de 

vapor de mercúrio 150 W, gera uma alta quantidade de calor, e por este motivo, 

preferiu-se utilizar o tubo de quartzo de parede dupla que permitia o resfriamento 

com água. 

 

 

 

 

A B 

Lâmpada UVA-
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(A)                                                                                        (B) 

 

 

 

 

 

Figura 3.5 - Detalhes dos tubos de quartzo (A) de parede única e (B) de parede 
dupla utilizados nos ensaios com iluminação. 

 

Ao término do ensaio, os materiais contaminados com os micro organismos 

utilizados foram deixados de molho com água sanitária e em seguida lavados com 

água e detergente, finalizando com água destilada. 

 

3.4 - RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.4.1 - AVALIAÇÃO DA CAPACIDADE BACTERICIDA DAS AMOSTRAS DE 

AgNP 

Testes preliminares foram realizados com a amostra Ag-citrato para avaliar 

o desempenho do sistema FIA/Condutimétrico. O mesmo foi otimizado quanto ao 

tempo de duração do teste e a sensibilidade da cepa de E. coli (ATCC 

25922/CCT1457) às concentrações de nAg utilizadas. 

A amostra Ag-citrato é composta por nano esferas de Ag e tem uma 

distribuição média de partículas em torno de 8nm (Figura 3.6). 
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Figura 3.6 - Micrografia de MET das partículas esféricas de Ag-citrato. (A) 
Dispersão das nanopartículas de prata e (B) distribuição de tamanho destas 
nanopartículas. 

 

No ensaio respirométrico de 120 minutos, foram utilizadas as 

concentrações de 0,5 a 4,3 mg L-1 de Ag-citrato no inóculo contendo E. Coli. 

Observou-se o comprometimento do seu crescimento independente da 

concentração aplicada, uma vez que a concentração de CO2 manteve-se 

praticamente estável durante todo o ensaio (Figura 3.7). 
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Figura 3.7 - Crescimento da E. Coli em suspensões contendo diferentes 
concentrações de nanopartículas de Ag-citrato. 
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De acordo com a Tabela 3.1 e a Figura 3.8 indicam não ocorreu inibição 

significativa no crescimento da E. coli que na faixa de concentração de 0,04 a 0,08 

mg L-1 para as amostras testadas. 
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Figura 3.8 - Crescimento da E. coli medido em função da sua respiração em 180 
(± 20) minutos de ensaio. 

 

No entanto, utilizando concentrações cerca de 10 vezes maior (0,2 a 0,8 mg 

L-1), observou-se uma inibição em torno de 100% da respiração bacteriana 

(Tabela 3.1 e Figura 3.9). 
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Figura 3.9 - Crescimento da E. coli medido em função da sua respiração em 180 
(± 20) minutos de ensaio. 

 

Estes valores de concentrações nas quais ocorre a máxima inibição da 

respiração bacteriana estão próximos àqueles encontrados por Pal et al. 2007, 

cujo trabalho mostrou que a toxicidade de nAg esféricas não ultrapassou 0,5 mg L-

1 para a E.coli (ATCC 10536). Isto indica que o método utilizado (sistema 

FIA/Condutimétrico) para a observação da atividade bactericida de um NM como a 

nanoprata pode ser aplicado na determinação das concentrações tóxicas do 

mesmo, bem como no acompanhamento da cinética da respiração bacteriana. 

Ao observar a inibição total da respiração bacteriana para as amostras 

sintetizadas com PVA (Ag-PVA e Ag2-PVA) comparadas com as sintetizadas com 

CMC (Ag-CMC e Ag2-CMC), nota-se que Ag-PVA e Ag2-PVA foram ligeiramente 

mais tóxicas do que Ag-CMC e Ag2-CMC. Este comportamento pode ser atribuído 

ao tamanho das nanopartículas presentes. 

O tamanho das nanopartículas pode causar danos diretos à membrana 

celular bacteriana pela sua penetração. Por outro lado, o meio de cultura pode 
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gerar desestabilização das nAg e favorecer processos de agregação e 

aglomeração, bem como oxidação da mesma, liberando íons Ag+. 

Os espectros da Figura 3.10A mostram que nas amostras Ag-PVA e Ag2-

PVA há a presença majoritária de nanoprata esférica, indicada pelo máximo de 

absorbância em 400 nm. Já as amostras Ag-CMC e Ag2-CMC (Figura 3.10B) 

apresentaram deslocamento da banda de ressonância plasmon para maiores 

comprimentos de onda, respectivamente, 454 e 422nm, demonstrando a 

tendência à agregação das nAg esféricas. 
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Figura 3.10 - Espectros UV-Vísivel para as amostras A) Ag-PVA e Ag2-PVA B) 
Ag-CMC e Ag2-CMC registrados na época dos ensaios realizados com a E. coli. 
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Desta forma, partículas de nanoprata potencialmente maiores seriam 

menos tóxicas. Esta tendência concorda com o resultado obtido por Martínez-

Castañón et al. (2008), no qual nanopartículas de prata esferoidais de 7 nm e 89 

nm apresentaram toxicidade à E. coli respectivamente a 6,25 e 13,02 mg L-1. 

Em todos os ensaios com E. coli realizados neste trabalho, a tetraciclina 

0,05 mg L-1 mostrou uma variação da inibição da respiração bacteriana em torno 

de 58,6 ± 5,8 %, indicando uma boa reprodutibilidade dos ensaios de toxicidade 

quanto às condições de execução. 

Devido a dificuldades na execução dos testes relacionadas à utilização de 

concentrações dentro da faixa de trabalho (0,04 a 0,8 mg L-1) não foi possível 

determinar o tempo de duplicação e o CE50.para as substâncias testadas. Desta 

forma, foram observadas apenas as concentrações de mínima e máxima inibição 

da E. coli. 

 

3.4.2 TOXICIDADE DOS COMPONENTES UTILIZADOS NA SÍNTESE DAS 

AMOSTRAS DE AgNP 

A fim de observar se os componentes das suspensões de AgNP são os 

responsáveis pela toxicidade apresentada à E. coli, investigou-se a matriz destas 

amostras. Nos ensaios de toxicidade utilizaram-se os estabilizantes empregados 

na síntese das nanoprata, CMC 1% e PVA 1% nas mesmas concentrações que 

foram conduzidos os ensaios com as suspensões de AgNP. Para nenhuma das 

concentrações estudadas, as substâncias PVA 1% e CMC 1% apresentaram 

inibição significativa (< 20%) da respiração bacteriana. 

Além dos estabilizantes, estudou-se a toxicidade do precursor, AgNO3 na 

faixa de concentração de 0,068 a 27 mg L-1. A determinação da toxicidade do íon 

Ag+ é importante para avaliar se devido ao meio de cultura ocorre o processo de 

oxidação da nAg, e assim poder inferir sobre o mecanismo já conhecido de 

interação dos íons Ag+ com a E. coli,. Neste mecanismo, os íons atravessam a 
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membrana celular causando lesões no DNA da célula, afetando o seu processo de 

replicação e inibindo seu crescimento (Liu & Hurt 2010; Badaway et al. 2010; 

Pelczar et al. 1997; Pal et al. 2007). 

A E. coli utilizada neste trabalho apresentou inibição significativa da 

respiração (99,4± 0,5%) a uma concentração de 0,07 mg L-1 de Ag+. É importante 

destacar que na avaliação da toxicidade do AgNO3, também há variações na 

concentração deletéria ao utilizar uma mesma espécie bacteriana. Esta pode 

variar entre 8 e 80 mg L -1, segundo Chopra et al. (2007), que avaliou a resposta 

da bactéria patogênica Staphylococus aureus. Já para a E.coli a concentração 

tóxica do AgNO3 pode ser bem menor, cerca de 1 mgL-1, o que depende da cepa e 

do tipo de ensaio conduzido (Pal et al. 2007). 

 

3.4.3 AVALIAÇÃO DA CAPACIDADE BACTERICIDA DAS AMOSTRAS DE 

TiO2 

Muitos trabalhos têm explorado a atividade fotocatalítica do TiO2 pelo uso 

da radiação UV, com o objetivo de inativar ou exterminar ua população bacteriana 

em um determinado meio. O óxido pode ser aplicado na forma de filmes, dopado 

com outros compostos, ou como suspensões de TiO2, cujas concentrações variam 

geralmente em torno de 500 a 2000 mg L-1 (Rincón e Pulgarin 2003; Shrivastava 

et al. 2007; Pal et al. 2007). 

Por este motivo, nos testes realizados neste trabalho que envolveu a 

inibição da E. coli e utilizando TiO2 como catalisador, optou-se por trabalhar com 

concentrações de TiO2 na faixa de 1 a 1000 mg L-1. Foi utilizado o sistema 

FIA/Condutimétrico para acompanhar o crescimento da população bacteriana. 

Inicialmente, comparou-se o efeito da concentração de P25 (1 e 50 mg L-1) 

sob radiação UV-A sobre o crescimento da E. coli. Como fonte de radiação UV-foi 

utilizada uma lâmpada de luz negra de 6 W de potência com intensidade de 0,08 

mW cm -2 em λ = 365 nm  
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Observou-se que o crescimento da E. coli em 150±30 minutos de ensaio na 

amostra P25 nas concentrações de 1 e 50 mg L-1 se igualou ao crescimento que 

dos controles (Figura 3.11), indicando que não ocorreu uma inibição bacteriana 

significativa. 
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Figura 3.11 - Crescimento da E. coli em função da concentração da amostra P25 
(1 e 50 mg L-1). Onde: Ci= controle inicial e Cf= controle final. 

 

No entanto, mantendo a mesma condição de radiação e aumentando a 

concentração de TiO2 (500 e 1000 mg L-1), observou-se um crescimento menor da 

população bacteriana das amostras quando comparadas ao controle (Figura 3.12). 
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Figura 3.12 - Crescimento da E. coli em função da concentração da amostra P25 
(500 e 1000 mg L-1). Onde: Ci= controle inicial e Cf= controle final. 

Nota-se que, ao aumentar a concentração de P25 de 50 até 1000 vezes a 

concentração inicial aplicada de 1 mg L-1, cresce a porcentagem da inibição 

bacteriana (Tabela 3.2), embora de maneira não significativa. 

 

Tabela 3.2 - Valores de porcentagem de inibição na respiração da E. coli para o 
P25, sob radiação UV-A de 6 W e intensidade de radiação de 0,08 mW cm -2. 

Concentração de P25 (mg L-1) 
Porcentagem de inbição no 
crescimento da E. coli (%) 

1 11 

50 10 

500 35 

1000 31 

 

Este aumento não obedeceu a uma correlação, uma vez que passando de 

uma concentração de 500 a 1000 mg L-1 de P25, não ocorreu aumento 
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radiação (no escuro). Comparando o comportamento da amostra P25 sob a 

radiação UV-A e no escuro, nota-se que esta exposição na intensidade utilizada é 

crucial para o aumento da inibição da população bacteriana. 

Com o objetivo de padronizar a concentração efetiva em que se tem a 

inativação de cerca de 50% da população bacteriana no tempo de ensaio foram 

realizados testes preliminares com radiação UV-Visível mais intensa do que a 

utilizada anteriormente nos testes com radiação UV-A. 

Sabendo que a total inativação da E. coli é dependente da foativação do 

TiO2-anatase, e esta depende dentre outros fatores, da intensidade da radiação 

utilizada, utilizou-se uma lâmpada de vapor de mercúrio. Foram testadas amostras 

de P25 nas concentrações de 1 e 50 mg L-1 irradiadas com fótons UV-Visível (λ = 

250-800 nm), cujo espectro da fonte encontra-se ilustrado na Figura 3.15. 
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Figura 3.15 - Espectro de emissão da lâmpada de vapor de mercúrio de 150 W de 
potência. 

 

Os resultados não foram satisfatórios devido à forte intensidade da lâmpada 

utilizada, o que afetou diretamente a execução do ensaio respirométrico. Desta 
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forma, não foi possível estabelecer uma cinética de crescimento entre os controles 

inicial e final. Como observado na Figura 3.16, as concentrações de CO2 dos 

controles e das amostras, incluindo a tetraciclina, variaram praticamente da 

mesma forma durante o ensaio, o que impossibilitou a determinação da inibição do 

crescimento da E. coli em relação aos controles inicial e final. 

Não foram testadas outras condições de radiação nos ensaios envolvendo 

TiO2 e E.coli, pois os resultados de inibição com a radiação UV-A geraram 

informações relevantes sobre a atividade bactericida das amostras de TiO2, P25 e 

P25* testadas nesta etapa do trabalho.  
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Figura 3.16 - Crescimento da E. coli em função da concentração de TiO2 e 
iluminação com a lâmpada de vapor de mercúrio. Onde: Ci = controle inicial e Cf = 
controle final. 
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3.5 CONCLUSÕES 

De acordo com os resultados de toxicidade obtidos, é possível afirmar que 

o sistema FIA/Condutimétrico foi utilizado com sucesso na avaliação da atividade 

bactericida dos NM estudados, TiO2 e AgNP. 

Os resultados encontrados para as amostras de TiO2 e AgNP testadas 

correspondem a padrões aos padrões observados na literatura. A saber, as 

amostras AgCMC e Ag2CMC, foram tóxicas à E. coli nas concentrações de 0,3 e 

0,8 mg L-1, respectivamente. AgPVA e Ag2PVA foram tóxicas a 0,2 mg L-1. 

A diferença de toxicidade entre as amostras de AgCMC e Ag2CMC em 

relação às amostras AgPVA e Ag2PVA foi atribuída à tendência da formação de 

nanoprata com tamanho de partícula maior em AgCMC e Ag2CMC, o que foi 

indicado pelos espectros de absorção UV-Visível destas amostras. 

Não foi observada a interferência dos estabilizantes, CMC e PVA na 

toxicidade. O AgNO3, para apresentou inibição significativa da respiração 

bacteriana (99,4± 0,5%) a uma concentração de 0,07mg L-1. Desta forma, o Ag+ foi 

mais tóxico à E. coli do que as amostras de AgNP testadas. Além disto, a baixa 

concentração de íons Ag+ nestas amostras apontou que o efeito causado à E.coli 

foi devido às nanopartículas de prata e não ao íon Ag+. 

Na avaliação da atividade bactericida do TiO2, apenas a amostra P25 na 

concentração de 1000 mg L-1 e sob radiação UV-A apresentou toxicidade 

moderada à E. coli, sendo a porcentagem de inibição da respiração bacteriana de 

55%. 
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CAPÍTULO 4 

 

4. AVALIAÇÃO DA ECOTOXICIDADE DAS AMOSTRAS DE TiO2 E 

AgNP 

4.1 - INTRODUÇÃO  

A crescente produção e uso de produtos que utilizam nanomateriais 

manufaturados (NM) tem levado ao potencial aporte destes nos comportimentos 

ambientais, principalmente nos corpos aquáticos. Neste contexto, estudos 

ecotoxicológicos com o intuito de avaliar o potencial tóxico dos mais diversos NM 

tornam-se uma necessidade. Estes estudos irão dar suporte à elaboração de 

legislação adequada que regule os seus níveis aceitáveis nos corpos hídricos 

(água e sedimento), no solo e no ar, garantindo a proteção do ambiente e da 

saúde humana. 

A análise das respostas ecotoxicológicas em conjunto com a observação 

das características físico-químicas do NM estudado auxilia na compreensão dos 

fenômenos de interação destes com micro e macro organismos dos ecossistemas 

terrestres e aquáticos. Este conjunto de informações tem como objetivo principal 

compreender a biodisponibilidade do NM ao longo da cadeia alimentar e assim 

auxiliar a formulação de estratégias que possibilitem seu uso seguro e sustentável 

(Velzeboer et al. 2008; Warheit et al. 2007; Handy et al. 2008a)  

 A avaliação da ecotoxicidade de um NM requer uma observação cuidadosa 

dos protocolos existentes, uma vez que há diferenças nas propriedades físicas e 

químicas entre um mesmo composto constituindo de um material massivo (do 

inglês bulk) e este mesmo composto na escala nanométrica. Este cuidado é 

importante, pois evita conclusões equivocadas sobre o potencial tóxico de um 

determinado NM (Paschoalino et al. 2010). Além disto, a estabilidade das 

nanopartículas, decorrente dos constituintes do meio de cultivo do organismo teste 
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é relevantes no processos de agregação/aglomeração, bem como no estado redox 

que influencia diretamente a ecotoxicidade de um NM (Farré et al. 2009; Griffitt et 

al. 2008; Handy et al. 2008b). 

 

4.1.1 - TESTES DE ECOTOXICIDADE  

Os testes de ecotoxicidade têm como principal objetivo determinar o 

quando um agente estressor é responsável por efeitos deletérios a um 

determinado organismo teste. O potencial tóxico de uma substância depende 

principalmente das suas características físico-químicas tais como solubilidade e 

estabilidade, da dose aplicada, da sua biodisponibilidade, bem como, da sua 

capacidade bioacumulativa  

Nos estudos de ecotoxicidade podem ser utilizados vários organismos de 

taxonomia e níveis tróficos distintos, como por exemplo, bactérias, algas, 

moluscos, crustáceos e peixes, os quais são expostos ao agente tóxico aplicado 

(Farah 2001). Os testes agudos têm curta duração e são mais simples, dando 

respostas rápidas. Já os ensaios crônicos são aplicados, na maioria das vezes, 

quando não se destaca a toxicidade aguda. Os mesmos são de longa duração e 

mais trabalhosos, pois requerem acompanhamento constante. A resposta de 

testes agudos é dada através de parâmetros biológicos, tais como, mortalidade e 

crescimento. Os testes crônicos avaliam muitas vezes a reprodução e mudança de 

comportamento dos organismos envolvidos nos ensaios. Através das respostas 

obtidas são determinados estatisticamente os valores que representam a 

ecotoxicidade de uma determinada substância. 

Para testes agudos as respostas são geralmente expressas como DE50, 

DL 50, CE50 e CL50. A DE50 e DL50 correspondem, respectivamente, às doses 

efetiva e letal que afetam 50% da população exposta e a sua resposta varia entre 

espécies, dependendo das condições experimentais. Para a exposição a 

compostos inaláveis, de absorção dérmica ou que estejam no ambiente aquático 
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utilizam-se as concentrações efetiva e letal (CE 50 e CL50), respectivamente, que 

afetam 50% dos organismos envolvidos no estudo (Azevedo & Chasin 2003). 

Para estudos crônicos, nos quais se observa o efeito subletal de uma 

substância tóxica, as respostas são expressas em termos do NOAEL (do inglês 

No Observed Adverse Effect Level) que corresponde à concentração máxima na 

qual nenhum efeito adverso é observado nos organismos. A menor concentração 

que provoca efeito observável no organismo é designada, LOAEL (do inglês Low 

Observed Adverse Effect Level) (Azevedo & Chasin 2003). Assim como os testes 

toxicológicos, os testes de ecotoxicidade são aplicados para avaliar a qualidade de 

efluentes industriais e águas superficiais e intersticiais de sedimentos e solos, de 

novos produtos lançados no mercado (Farah 2001), bem como, o efeito sinérgico 

ou antagônico de misturas de compostos.  

A escolha de um organismo teste para ser utilizado em um ensaio 

ecotoxicológico baseia-se nas suas características fisiológicas e bioquímicas, 

facilidade de manuntenção de sua cultura em laboratório e nas suas condições de 

sobrevivência (habitat). Neste sentido, recomenda-se que nos estudos de 

ecotoxicidade aquática sejam contemplados organismos de diferentes níveis 

tróficos: decompositores (bactérias), produtores (algas) e consumidores primários 

(microcrustáceos). Devido à reprodução rápida, simplicidade e sensibilidade, estes 

organismos são mais utilizados nos ensaios de ecotoxicidade quando comparados 

a organismos de nível trófico superior como consumidores secundários (peixes) 

(Farah 2001; Azevedo & Chasin 2003). 

A ecotoxicidade de NM de carbono como fulereno e nanotubos, óxidos 

metálicos (CuO, ZnO e TiO2) e metais (Ag e Fe), bem como, de pontos quânticos 

(CdS) tem sido avaliada em vários estudos que envolvem organismos aquáticos. 

Na avaliação dos seus efeitos tóxicos letais e subletais têm sido utilizados tanto 

organismos de água doce como o microcrustáceo Daphnia magna, a alga P. 

subcapitata e o anfípodo, Hyalella azteca, bem como, organimos marinhos como o 

cocépode Amphiascus tenuiremis e a bactéria Vibrio fischeri. Além destes, estão 

sendo empregadas várias espécies de peixes, tais como, Pimephales promelas, 
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Oryzias latipes e Zebrafish (Farré et al. 2009; Aruoja et al. 2009; Fabrega et al. 

2011). 

Neste contexto, Aruoja et al. (2009), observou que na avaliação da 

ecotoxicidade de óxidos metálicos em escala nano e utilizando 

Pseudokirchneriella subcapitata, o nZnO foi cerca de 18 vezes mais tóxico que o 

nCuO e cerca de 146 vezes mais tóxico que o nTiO2. Por outro lado, no trabalho 

realizado por Heinlann et al. (2008) para a Daphnia magna, nZnO e nCuO 

apresentaram toxicidade similar e um LC50 igual a 3,2 mg L-1. Para o 

Thamnocephalus platyurus e para o V. fischeri o nZnO foi mais tóxico que o nCuO. 

Já o nTiO2 não foi tóxico para nenhum dos organismos testados a uma 

concentração de 20 g L-1. 

Os estudos realizados nesta área mostram que o tamanho e a forma dos 

NM, bem como, o seu grau de aglomeração podem influenciar nas respostas 

tóxicas observadas. Velzeboer et al. (2008) observaram que a toxicidade à alga, 

bactéria, crustáceo e enzimas do solo diminuía com o grau de agregação das 

nanopartículas de nZnO2, nAl2O3, nTiO2, nCeO2 e nanotubos de carbono testadas. 

Griffitt et al. (2008) mostraram que os sais de prata, níquel, cobre, cobalto e 

alumínio são mais tóxicos que as respectivas nanopartículas para peixes, 

daphnias e algas. Além disto, o tipo de dispersão adotada para NM de carbono, 

insolúveis em água, também pode influenciar na sua resposta tóxica (Farré et al. 

2009; Zhu et al. 2009; Zhu et al. 2010). 

 

4.2 - OBJETIVOS 

 GERAL 

Avaliar a ecotoxicidade das suspensões contendo nanopartículas de Ag e 

das amotras de TiO2 utilizando organismos teste representantes da biota aquática 

como bactéria, microcrustáceo e alga. 
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 ESPECÍFICOS 

 Avaliar a ecotoxicidade das amostras de TiO2 P25, P25*, M-S, Anatase-S e 

Rutilo-S frente ao Vibrio fischeri e à Daphnia similis; 

 Adaptar o protocolo estabelecido para testes de ecotoxicidade com D. 

similis incorporando as radiações UV-A e Visível durante o período do teste para 

avaliar a fotoatividade das amostras de TiO2; 

 Avaliar a ecotoxicidade das amostras de AgNP, 1P, 2P, 3C e 6P frente à 

Pseudokirchneriella subcapitata e à D. similis, bem como das amotras de AgNP, 

1P, 2P, 3C, 4C, 5C, e 6P frente ao V. fischeri; 

 Avaliar a influência da água de cultivo da P. subcapitata e da D. similis na 

estabilidade das suspensões de AgNP, bem como, sobre a toxicidade observada; 

 Avaliar a influência da solução de NaCl 22% utilizada no teste com o 

V.fischeri na estabilidade das suspensões de AgNP, bem como sobre a toxicidade 

observada; 

 Avaliar se os estabilizantes utilizados na síntese das suspensões de AgNP 

influenciam na a toxicidade apresentada à P. subcapitata e à D. similis e ao V. 

fischeri; 

 Avaliar se o grau de aglomeração das nAg influencia na a toxicidade 

apresentada à P. subcapitata e à D. similis e ao V. fischeri. 

 

4.3 - EXPERIMENTAL 

4.3.1 - AMOSTRAS DE TiO2 E AgNP TESTADAS 

Nos testes com D. similis e V. fischeri foram utilizadas as amostras de TiO2 

P25, P25*, Anatase-S e Rutilo-S nas concentrações de 1, 5, 10, 20, 50, 70 e 100 

mg L-1. Estas soluções foram preparadas a partir de uma solução estoque de 1000 
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mg L-1 de cada uma das amostras de TiO2, que foi submetida à sonificação em um 

ultrassom BRANSON 2210 durante 30 minutos. 

Na avaliação da ecotoxicidade das suspensões de AgNP utilizando V. 

fischeri utilizou-se a suspensão bruta de cada amostra, ou seja, com a 

concentração de prata total referente à amostra sintetizada. Para os organismos 

teste P. subcapitata e D. similis foram preparadas soluções estoque a partir das 

amostras brutas e em seguida as soluções padrão. Em todas as diluições utilizou-

se como solvente o próprio meio de cultivo do organismo teste. 

As faixas de concentrações testadas, bem como as amostras utilizadas 

para cada organismo teste encontram-se na Tabela 4.1. 

 

Tabela 4.1 - Concentrações de suspensões de AgNP utilizadas nos testes 
ecotoxicológicos. 

Amostras e 
concentrações 

testadas 

Organismo Teste 

V. fischeri D. similis P. subcapitata 

AgNP 

1P, 2P, 3C, 4C, 

5C ,6P e AgNO3 

(0,21-82,1 mg L-1) 

1P, 2P, 3C, 6P e  

AgNO3 

(1x10-5-1x10-1 mg L-1) 

1P, 2P, 3C,  

6P e AgNO3 

(1x10-6- 1 mg L-1) 

 

4.4.2 ESTUDO DA INFLUÊNCIA DO MEIO DE CULTIVO DOS ORGANISMOS 

TESTE SOBRE AS SUSPÉNSÕES DE AgNP 

Nanopartículas de prata em suspensão podem sofrer processos de 

agregação ou oxidação devido a fatores como mudança da força iônica do meio e 

concentração de espécies oxigenadas (Handy et al. 2008a; 2008b). Além disto, os 

íons Ag+ presentes na superfície da nanopartículas, bem como, aqueles 
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provenientes do seu processo de oxidação, podem se ligar a espécies químicas 

presentes no ambiente aquático. Exemplos clássicos de ligações de Ag+ com íons 

sulfeto, sulfato, cloreto e com a matéria orgânica dissolvida foram largamente 

estudados (Hogstrand & Wood 1998). Tais interações explicam muitas vezes os 

mecanismos de biodisponibilidade e bioacumulação dos íons Ag+ em ambientes 

aquáticos, constituindo a base para estudos de ecotoxicidade de nanopartículas 

de prata. 

Sob esta ótica, foi realizado neste trabalho um estudo sobre a influência dos 

componentes das águas de cultivo da D. similis e da P.subcapitata (Tabela 4.2) 

sobre as nanopartículas testadas. 

 

Tabela 4.2 - Composições da água de cultivo da P. subcapitata (ABNT 2005) e da 

D. similis (CETESB L5.018/1994). 

 P. subcapitata D. similis 

Solução Composição 
Concentração 

(mg L-1) 
Composição 

Concentração 
(mg L-1) 

1 Ca(NO3).4H2O 40 CaSO4.2H2O 1,5 
2 KNO3 100 KCl 0,2 
3 MgSO4.7H2O 30 MgSO4.7H2O 12,2 
4 K2HPO4 40 NaHCO3 9,2 
     

5 

CuSO4.5H2O 15   
(NH4)6MO7O24.4H2O 30   

ZnSO4.7H2O 30   
COCL2.6H2O 30   

Mn(NO3)2.4H2O 30   
H3C6H8O7 30   

H3BO3 30   

6 
C6H5FeO7.5H2O 1,625   

FeSO4.7H2O 0,625   
FeCl3.6H2O 0,625   

7 NaHCO3 15   
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Foi montado um experimento simulando as condições dos testes de 

toxicidade, sem utilizar os organismos testes. Para cada amostra de AgNP foi 

preparada uma solução na maior concentração utilizada no teste de toxicidade, 

utilizando a água de cultivo do organismo teste como solvente. Foi esperado o 

tempo de incubação, 72 h para a P.subcapitata e 48 h para a D. similis. 

Logo após foram registrados os espectros de absorção UV-Visível de cada 

amostra e as mudanças nas bandas de ressonância plasmon foram associadas a 

possíveis processos de desestabilização das nAg. 

Este mesmo procedimento foi realizado para o V. fischeri, contudo, foi 

avaliado o efeito do NaCl 22% (para o ajuste osmótico em amostras de água 

doce) sobre a estabilidade das nanopartículas de prata. 

 

4.3.3 TOXICIDADE DOS COMPONENTES UTILIZADOS NA SÍNTESE DAS 

SUSPENSÕES DE AgNP 

Para verificar se os estabilizantes utilizados na síntese das suspensões de 

AgNP são tóxicos aos organismos teste utilizados neste trabalho, soluções de 

CMC 1% e PVA 1% foram testadas. 

 

4.3.4 - ENSAIO UTILIZANDO A BACTËRIA MARINHA V. fischeri 

Este organismo é uma bactéria luminescente, anteriormente conhecida 

como Photobacterium phosphoreum, gram-negativa, anaeróbia facultativa que em 

condições ambientais favoráveis emitem luz naturalmente. A V. fischeri (Figura 

4.1) ocupa vários nichos em seu habitat natural como as águas naturais salinas 

onde predominem o clima, temperado ou subtropical (Azevedo & Chasin 2003; 

Pelczar et al. 2007). Esta bactéria é predominante em órgãos internos de peixes, 

chegando a uma concentração de aproximadamente 1011 células mL-1. Contudo, 
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Onde: 

ƒ(t) = fator de correção para um determinado tempo (t); 

I(0) = leitura de luz inicial para cada cubeta de ensaio; 

I(t) = leitura de luz remanescente para cada cubeta de ensaio, correspondente ao 

tempo (t). 

 O valor de CE50 para cada amostra analisada foi obtido pelo tratamento 

das respostas de luminescência utilizando o software Excel 2010. 

 

4.3.5 - ENSAIOS UTILIZANDO O MICROCRUSTÁCEO D. similis 

O gênero do microcrustáceo Daphnia é um dos mais utilizados em testes 

ecotoxicológicos agudos e crônicos, visto a sua sensibilidade e posição central na 

cadeia alimentar de ambientes lênticos, principalmente em lagos e represas de 

águas continentais. Este organismo mede entre 0,5 e 5,0 mm de comprimento e a 

sua alimentação consiste basicamente de bactérias, algas, protozoários e 

compostos orgânicos, os quais são capturados pelo processo de filtração comum 

aos microcrustáceos (Silveira 2007).  

A locomoção destes microcrustáceos no meio aquático se dá pela 

movimentação de suas longas antenas e a reprodução é assexuada, numa 

população composta basicamente por fêmeas, mas que em condições adversas, 

como mudança de temperatura, ou falta de alimento, surgem machos. Ocorre 

então a fecundação de óvulos, gerando os efípios que são liberados ao ambiente 

e são muito resistentes às condições adversas do sistema no qual se encontram. 

Quando estas condições voltam a ser favoráveis, os efípios eclodem, originando 

novas fêmeas e continuando o ciclo da Daphnia (Silveira 2007; Oliveira 2007). 

É importante destacar que, dentre as várias espécies de Daphnia utilizadas 

em ensaios de ecotoxicidade, a D. magna e D. pulex são geralmente empregadas 
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em ensaios agudos, os quais têm as condições de cultivo do organismo e 

procedimento de execução normatizados (OECD 1998). 

Dependendo das condições ambientais de cada região no que se refere às 

características físico-químicas da água de cultivo da Daphnia, a espécie utilizada 

nos ensaios agudos e crônicos pode diferir. Por exemplo, no Estado de São Paulo, 

as espécies de cladóceros mais utilizadas nos testes ecotoxicológicos são a 

Ceriodaphnia silvestri e a D. simillis (CETESB 1994) (Figura 4.3). 

 

 

Figura 4.3 - Ilustração do microcrustáceo D. similis. Imagem cedida pelo LEAL-
FT-UNICAMP. 

 

4.3.5.1 - PROTOCOLO PARA OS TESTES COM A D. similis 

O microcrustáceo de água doce, Daphnia similis foi cultivado no Laboratório 

de Ecotoxicologia e Microbiologia Ambiental (LEAL) da UNICAMP. Os organismos 

foram alimentados diariamente com alga (Pseudokircheriella subcapitata) e 

mantidos a 20 ± 2 ºC, sob fotoperíodo (luz/escuro) de 18:8 h. A sensibilidade da 

cultura de Daphnia foi avaliada mensalmente usando NaCl. 

O ensaio agudo com a D. similis seguiu o procedimento descrito pela norma 

CETESB L5.018 (CETESB 1994). Cada concentração e o controle branco (apenas 
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Zan et al. 2007). Deste modo, a propriedade fotocatalítica do semicondutor TiO2, 

deve ser um parâmetro de controle a ser incluído nos testes ecotoxicológicos que 

envolvem este nanomaterial.  

Neste contexto, com o intuito de explorar as características fotoativas do 

TiO2 os testes com D. similis foram realizados simultanemante sob três condições 

de incubação: sob a condição padrão, ou seja, no escuro (OECD 2004; ABNT 

2004), sob a radiação UV-A e um teste utilizando radiação visível. Para acomodar 

as amostras durante o ensaio, três reatores foram construídos com a madeira do 

tipo MDF (do inglês Medium-density fiberboard) constituídos de caixas nas 

dimensões de 50 cm x 50 cm x 35 cm (Figura 4.4) e tampas nas dimensões de 50 

cm x 50 cm x 5 cm. 

 

  

Figura 4.4 - Detalhe dos reatores construídos para os ensaios de ecotoxicidade 
com a D. similis e as amostras de TiO2. 

 

A Figura 4.5 ilustra os testes realizados nas três condições: UV-A, visível e 

no escuro. Para conduzir os testes sob a radiação UV-A, em uma tampa foram 

fixadas duas lâmpadas fluorescentes de luz negra de 15 W de potência (λ ~365 

nm), cada uma. Para os testes sob a radiação Visível, em outra tampa foi fixada 

uma lâmpada fluorescente de Xe de 15 W de potência (λ = 400-800 nm). Para o 

teste realizado no escuro, na terceira caixa não foi fixada nenhuma lâmpada. 
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Escuro Com radiação UV-A Com radiação Visível 

Figura 4.5 Ilustração dos reatores utilizados nos ensaios com a D. similis e as 

amostras de TiO2. 

As lâmpadas fluorescentes de luz negra e luz branca, utilizadas para 

promover a fotoativação do TiO2 apresentaram espectros de emissão 

característicos (Figura 4.6), ou seja, emissão em 365 nm (lâmpada UV-A) e de 

400 a 800 nm para a lâmpada Visível  
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Figura 4.6 - Espectros de emissão das lâmpadas fluorescentes que emitem 
radiação UV-A e Visível. 
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O MDF foi escolhido para a construção dos reatores, pois é tóxico aos 

organismos testes. Para eliminar as interferências devido ao aquecimento 

causado pela lâmpada fluorescente Visível e manter a temperatura constante (20 

± 2 °C), foi inserido um sistema de ventilação nos reatores durante todo o teste, 

utilizando um cooler, MICROVENT 8CM. 

 

4.3.6 - ENSAIOS UTILIZANDO A ALGA P. subcapitata 

Algas ou microalgas são conhecidas como fitoplânctons, grupos 

taxonômicos capazes de realizar a fotossíntese, mas que possuem diferentes 

necessidades fisiológicas e respondem de modos distintos, a parâmetros físicos e 

químicos. A distribuição e a composição de espécies, bem como, os ciclos 

sazonais das florações algais, estão entre os fatores importantes que afetam o 

funcionamento dos ambientes aquáticos (Tavares & Rocha 2003). 

As algas compõem a base da cadeia alimentar de muitos invertebrados 

aquáticos e desta forma, qualquer mudança na sua biodisponibilidade das algas 

poderia ser crucial na proteção da vida aquática (Vidotti & Rollemberg 2004). Por 

este motivo, juntamente com outros organismos, as algas vêm sendo utilizadas 

em testes de ecotoxicidade. 

Dentre os testes ecotoxicológico que utilizam como organismos teste, algas 

de água doce, o mais empregado atualmente é a Pseudokirchneriella subcapitata 

(anteriormente denominada Selenastrum capricornutum) (Zagatto & Bertoletti 

2006), cuja ilustração encontra-se na Figura 4.7. 
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Figura 4.7 - Ilustração da alga P. subcaptata. 
Fonte:http://www.shigen.nig.ac.jp/algae/images/strainsimage/nies-0035.jpg 

 

As algas têm sido aplicadas nos programas de monitoramento ambiental 

por contribuem para a produção primária e na maioria dos habitat aquáticos. Por 

indicarem os primeiros sinais de impactos nos ecossistemas, viabilizam ações 

corretivas na gestão de recursos hídricos a tempo de evitar a intensificação de 

efeitos indesejáveis. Desta forma, os testes de toxicidade crônica utilizando algas 

como organismos teste são geralmente sensíveis, rápidos e econômicos. 

 

4.3.6.1 - PROTOCOLO PARA OS TESTES COM A ALGA P. subcapitata 

No Brasil há um protocolo de teste padronizado pela ABNT (ABNT NBR 

12648/2005) com algas utilizando como recipiente teste frascos erlenmeyers. 

Contudo, a agência ambiental canadense (Environment Canada) desenvolveu 

uma modificação do ensaio (EC 2007), substituindo os erlenmeyers por 

microplacas, seguindo a tendência mundial de miniaturização de testes e 

consequente diminuição da quantidade de amostras e geração de resíduos. 

No Brasil não há nenhum protocolo padronizado que utilize a microplaca 

como recipiente teste para o teste com alga, bem como, estudos realizados que 

utilizem tal método. Desta forma, neste trabalho foi utilizado o método em 

microplaca implementado pelo Laboratório de Ecotoxicologia e Microbiologia 
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Visível e sob radiação UV-A. Os resultados mostraram que apenas a amostra P25 

foi tóxica (CE50 < 20 mg L-1) sob radiação UV-A (Figura 4.9B). 
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Figura 4.9. Valores de % imobilidade da D. similis às amostras de TiO2 nas 
concentrações de 0 a 100 mg L-1, cujos ensaios ocorreram (a) sem iluminação, (b) 
sob radiação UV-A e (c) sob radiação Visível. 
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A amostra P25* não foi tóxica à máxima concentração testada (100 mg L-1), 

em nenhuma das condições de exposição e nesta concentração a amostra P25 

não foi tóxica nas condições de escuro e sob radiação UV-Visível (Figura 4.9). 

Estes resultados podem ser explicados com base na energia de 

fotoativação (Eg) das amostras e no comprimento de onda adequado para 

promover esta fotoatividade. Deste modo, os resultados obtidos para a amostra 

P25* sob a radiação visível (não tóxicas a 100 mg L-1) mostram que, embora o 

valor de Eg desta amostra (3,92 eV) corresponda a um λ ~ 408 nm, a baixa 

absorção desta amostra na faixa espectral > 400 nm (Figura 4.10) explica o fato 

desta amostra não ser fotoativa. 

 

200 250 300 350 400 450 500
0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

1,5

2,0

2,5

A
b

so
rb

an
ci

a 
(u

.a
.)

Comprimento de Onda (nm)

 M-S          
 P25
 Anatase-S
 Rutilo-S
 P25*

 

Figura 4.10 - Espectros UV-Visível das amostras de TiO2 utilizadas nos ensaios 

com D. similis. 

 

Desta forma, demais testes envolvendo as amostras de TiO2 nas formas 

anatase (Anatase-S) e rutilo (Rutilo-S) e a mistura de ambas (P25 e M-S) foram 

realizados sob a radiação UV-A para estimar o CE50. Os valores de CE50 e as 
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curvas de dose-resposta para P25, M-S e Anatase-S são apresentadas na Tabela 

4.3 e na Figura 4.11, respectivamente. 

 

Tabela 4.3 - Resultados dos testes de toxicidade expressos como CE50 para as 
amostras P25, M-S, Anatase-S e Rutilo-S sob a radiação UV-A. 

Amostras Concentrações testadas 
(mg L-1) 

CE 50  
(mg L-1) 

P25 0, 5, 10, 15, 20, 25 8 

M-S 0, 5, 10, 20, 40, 50 12 

Anatase-S 0, 5, 20, 60, 80, 100 57 

Rutilo-S 0, 5, 20, 60, 80, 100 Não tóxico 

 

A ordem de toxicidade observada foi P25 > M-S > Anatase-S > Rutilo-S. A 

amostra de TiO2 na forma cristalina anatase (Anatase-S), sob a radiação UV-A 

apresentou comportamento tóxico oposto, quando comparada à fase rutilo (Rutilo-

S) sob a mesma condição (Tabela 4.3). Como Rutilo-S e Anatase-S são 

constituídos de agregados em torno de 400 nm (Tabela 2.4) este comportamento 

não é atribuído ao tamanho das nanopartículas (Strigul et al. 2009), mas às 

propriedades fotoativas das amostras. 

O fato de a 100 mg L-1 o Rutilo-S não ser tóxico à D. similis e o Anatase-S 

apresentar CE50 igual a 57 mg L-1, indica que esta diferença na toxicidade pode 

ser atribuída à fotoativação do rutilo na região visível (~ 405 nm) que não 

corresponde à radiação UV-A aplicada no teste (λ= 363 nm). Enquanto isso, a 

Anatase-S além de possuir Eg (3,02 eV) em ~ 390 nm, apresenta alta absorção 

na região UV-A (Figura 4.10). 
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Figura 4.11 Curvas dose-resposta para P25, M-S e Anatase-S obtidas em 48 h 
de exposição à D. similis. São apresentadas as barras de erro para cada 
concentração (n=4). 
 

Embora P25, M-S e Anatase-S tenham apresentado distribuição de 

tamanho de partícula e tamanho de aglomerados similares (Tabela 2.4), P25 e M-

S foram mais tóxicos à D. similis que Anatase-S. Este comportamento pode ser 

atribuído à alta taxa de recombinação e-/h+ de P25 e M-S associado, 

respectivamente, aos band gap, 3,37 (λ= 376 nm) e 3,03 eV (λ= 392 nm), na faixa 

de comprimento de onda da radiação utilizada no teste (UV-A, 320-400 nm). 

Mesmo que Anatase-S tenha mostrado elevada absorção na região UV-Visível 
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toxicidade destas amostras para a Daphnia. Além disto, devem ser levados em 

conta os efeitos sinérgicos e aditivos das nanopartículas de prata, como discutido 

nos testes com a P. subcapitata. 

 

4.4.2.3 - ECOTOXICIDADE AO V. fischeri 

Estudos comparativos têm indicado que materiais em nano escala são mais 

tóxicos ao V. fischeri quando comparados aos mesmos materiais bulk. Neste 

sentido, Blaise et al. (2008) e Velzeboer et al. (2008), mostraram que os óxidos 

metálicos TiO2, ZnO e CuO em escala nanométrica foram mais tóxicos que o 

material bulk ao V. fischeri, exceto para o TiO2 que não foi tóxico a uma 

concentração de 100 mg L-1, seja bulk ou nano. 

Por outro lado, Heinlann et al. (2008) observaram que independente do 

tamanho do ZnO (nano ou bulk), este apresentou a mesma toxicidade do sal de 

zinco (ZnSO4. 7H2O, CE50 na faixa de 1,1-1,8 mg L-1). Os autores observaram 

entretanto, que o sal de cobre, CuSO4 (CE50 = 1,6 mg L-1) é cerca de 50 vezes 

mais tóxico que CuO na escala nano (CE50 = 79 mg L-1) e este também é cerca 

de 50 vezes mais tóxico que CuO bulk (CE50 = 3811 mg L-1). 

Até o momento não há relatos na literatura sobre testes ecotoxicológicos 

envolvendo a temática do efeito de nanoprata sobre a bactéria luminescente V. 

fischeri. Deste modo, para entender melhor os resultados obtidos neste trabalho, 

foram investigados o efeito do tamanho de partícula, influência da força iônica 

sobre a estabilidade das suspensões de AgNP, bem como a diferença da 

toxicidade entre as suspensões de AgNP com diferentes graus de aglomeração. 

As amostras de AgNP com diferentes graus de aglomeração (Figura 4.13.) 

e o AgNO3  apresentaram toxicidade de 5,2 a 32,2 mg L-1 (Tabela 4.6). 
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Tabela 4.6 Valores de CE50 e % Ag+ obtidos para as amostras de AgNP e AgNO3 

testadas no ensaio com V. fischeri. 
Amostras CE 50 (mg L-1) *% Ag+ 

6P 5,2 0,6 

5C 8,1 0,7 

2P 18,6 3,1 

4C 26,6** 11,5 

*Ag+ 27,4 - 

1P 32,0** 48,4 

3C 32,2** 47,3 

* Como fonte de íons Ag+ utilizou-se AgNO3. ** Valores estimados, conforme 

mostrado nas curvas dose-resposta das Figuras 4.20, 4.21 e 4.22. 

 

A forte influência da solução de NaCl 22% (m/v) utilizada no procedimento 

do teste causou dois efeitos nas suspensões de AgNP testadas: a 

desestabilização das nanopartículas, causada pela mudança da força iônica (I) e a 

formação de AgCl(S) devido à presença dos íons Ag+ em excesso, presentes em 

algumas amostras. 

Como o esperado, ao adicionar NaCl 22% nas suspensões de AgNP em 

concentrações iguais às utilizadas no teste ecotoxicológico, observou-se uma 

mudança pronunciada nos valores de condutividade (Figura 4.16) em relação às 

nanoprata em água ultra pura. 
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Não foram observadas mudanças na forma e na estabilidade das 

nanopartículas de prata da amostra 6P, uma vez que os espectros de absorção 

UV-visível desta amostra em H2O e em solução de NaCl 22% (Figura 4.18) foram 

semelhantes. No entanto, as bandas de ressonância plasmon em 400 nm e em 

torno de 550 nm (Figura 4.18A) da amostra 2P sofreram deslocamento para a 

região de maiores comprimentos de onda ao ser adicionado NaCl 22% (Figura 

4.18B). Este comportamento indica uma maior tendência de aglomeração da 

amostra 2P. 

A mudança mais pronunciada foi para as amostras 1P e 3C que, além de 

apresentar uma alta porcentagem de íons Ag+ em excesso, tiveram um aumento 

considerável da sua força iônica (Figura 4.17). A amostra 1P, constituída de 

nanopartículas eféricas e formas mais alongadas de prata (Figura 4.13), na 

presença de NaCl 22%, ocorre a total desestabilização das nanopartículas de 

prata na suspensão, como indicado pela mudança no seu perfil espectral (Figura 

4.18B). 

Os íons Ag+ em excesso, principalmente nas amostras 1P e 3C 

provavelmente se ligaram aos íons cloreto, Cl-, gerando o sal insolúvel AgCl (S) e 

por este motivo, o CE50 para estas amostras foi apenas estimado. Isto ocorreu 

devido ao possível espalhamento de luz causado pela formação de AgCl(s) nestas 

suspensões, e a medida da luz emitida pelo V. fischeri não tenha sido realizada 

como em condições padrões. Como resultado, as curvas de dose-resposta para 

estas amostras não mostraram comportamento adequado (Figura 4.19). 
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4.5 - CONCLUSÕES 

O panorama geral sobre da ecotoxicidade das amostras de AgNP mostrou 

que estas suspensões foram cerca de 100 a 1000 vezes mais tóxicas para a P. 

subcapitata e para a D. similis do que para o V.fischeri. As amostras de TiO2 foram 

mais tóxicas para D. similis do que para o V. fischeri, ao considerar a fotoatividade 

das amostras de TiO2 nos testes com D. similis. 

De acordo com os dados encontrados na literatura sobre a classificação de 

perigo de nanomateriais (Kahru et al. 2010), as amostras de AgNP testadas neste 

trabalho, podem ser classificadas como “muito tóxicas” à D. similis e para a P. 

subcapitata, e como “pouco tóxicas” para o V. fischeri. Os testes de ecotoxicidade 

envolvendo a D. similis e as amostras de TiO2, sob radiação UV-A, visível e no 

escuro, mostraram que estas amostras podem ser classificadas como “não 

tóxicas” e “tóxicas”. 

O estudo incluindo as amostras de TiO2 e a D. similis revelaram alguns 

aspectos importantes quando comparou-se uma das condições padrão de 

incubação (no escuro) com as radiações UV-A e Visível, a saber: 

a)  O uso da radiação UV-A permitiu explorar a fotoatividade das amostras 

de TiO2 sem causar prejuízo às amostras controle. 

b)  A forma rutilo (amostras Rutilo-S e P25*) à máxima concentração 

testada, 100 mg L-1, não mostraram toxicidade à D. similis nas condições de 

escuro e sob radiação U-A e visível. 

c)  As amostras de TiO2 na forma anatase (Anatase-S) e nas amostras 

constituídas da mistura de ambas as fases, anatase e rutilo (P25 e M-S) 

mostraram que a toxicidade para a D. similis foi dependente da radiação UV-A. As 

amostras P25 (CE50 = 8 mg L-1) e M-S (CE50 = 12 mg L-1) foram cerca de dez 

vezes mais tóxicas que a amostra Anatase-S (CE50 = 57 mg L-1). Neste sentido, a 

radiação UV-A foi incorporada como novo parâmetro de controle do teste 

envolvendo D. similis e o semicondutor TiO2. 
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influenciaram na toxicidade das amostras de AgNP à P. subcapitata e à D. similis 

e ao V. fischeri. 
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CAPÍTULO 5 

 

5. CONCLUSÕES GERAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

Pesquisas envolvendo a descoberta e aplicações de novos NM têm tido a 

cada ano incentivos financeiros cada vez maiores, tanto por parte dos governos 

quanto do setor privado. Por outro lado, não se observa o mesmo incentivo à 

questão ambiental que envolve estes novos materiais, quando este deveria ser o 

fator crucial para a inserção de um novo produto no mercado.  

A crescente produção de NM pode contribuir para o agravamento do atual 

cenário de grandes problemas ambientais, os quais envolvem a poluição de 

mananciais e sistemas estuarinos, assim como a inadequada disposição de 

resíduos sólidos e a poluição do ar. 

Neste sentido, a comunidade científica das mais diversas áreas do 

conhecimento como a química, a biologia, a toxicologia e a ecotoxicologia têm 

demonstrado grande preocupação em diagnosticar os principais efeitos tóxicos de 

alguns NM ao homem e ao ambiente. Estudos ecotoxicológicos com organismos 

aquáticos, marinhos e terrestres contribuem na avaliação do risco envolvido no 

ciclo de vida dos produtos desenvolvidos com base na nanotecnologia. 

Por outro lado, a grande variedade de NM e o rápido crescimento de novos 

produtos com as mais variadas aplicações, dificultam tanto a sua regulamentação, 

quanto a geração de protocolos que regulam os níveis aceitáveis no ar, no solo e 

nos corpos aquáticos. Além disto, a falta de protocolos para a identificação e 

quantificação de NM no ambiente é uma questão bastante relevante, devendo ser 

levada em consideração nos estudos de identificação de fontes emissoras de NM, 

e no monitoramento de áreas impactadas por resíduos provenientes deste tipo de 

material. 
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A maioria dos estudos relacionados com a avaliação da ecotoxicidade de 

NM utilizam padrões comerciais como fonte de nanopartículas, os quais, muitas 

vezes, apresentam apenas seu tamanho especificado. Desta forma, a síntese das 

suspensões de AgNP permitiu a realização do estudo da especiação da prata e a 

investigação dos efeitos ecotoxicológicos dos constituintes das amostras 

(estabilizantes e do AgNO3). O mesmo estudo não seria possível com um padrão 

de nanoprata comercial. 

A utilização de amostras sintetizadas e comerciais de TiO2, com diferentes 

formas cristalinas, permitiu traçar um paralelo entre a ecotoxicidade do TiO2 P25 à 

D. similis (sob radiação UV-A) e às demais amostras sintetizadas. Por apresentar 

toxicidade cerca de sete vezes maior em relação às amostras sintetizadas de 

TiO2, o TiO2 P25 disponível comercialmente mostrou que a sua fotoatividade, tão 

útil e aplicada na descontaminação ambiental, também apresenta alta toxicidade a 

um organismo aquático como a D. similis. 

As etapas de caracterização das amostras de TiO2 e de AgNP (forma, 

tamanho e propriedades ópticas) e especiação da prata foram muito importantes 

para observar com detalhes os fatores que influenciaram os resultados de 

ecotoxicidade obtidos. 

Para a análise da atividade bactericida dos NM estudados, utilizando a 

bactéria E. coli, o sistema FIA/Condutimétrico mostrou-se uma ferramenta 

interessante, pois permitiu o estudo cinético dos efeitos das amostras de TiO2 e 

AgNP a esse micro organismo. A incorporação da radiação UV-A nos testes com 

amostras de TiO2 foi bem sucedida, embora  a utilização de amostras 

concentradas (i.e. 500 e 1000 mgL-1) tenham gerado dados inconclusivos. Isto 

indica que para a análise de suspensões concentradas este método não é uma 

boa opção. Por outro lado, para a análise de NM que formam soluções coloridas 

ou escuras, como no caso dos nanotubos de carbono, que dificultam a contagem 

de UFC em placas ou até por turbidimetria, o método FIA/Condutimétrico 

apresenta-se como uma boa alternativa na avaliação da atividade bactericida 

deste tipo de material. 
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apresentados podem ser utilizados como valores restritivos para o aporte destes 

NM e desta forma, auxiliando no controle ambiental. 

Como os estudos relacionados ao ciclo de vida de produtos contendo NM 

são escassos, cria-se na comunidade científica uma insegurança quanto à 

qualidade do tratamento de efluentes industriais e domésticos gerados por 

resíduos da indústria da nanotecnologia. 

Os NM podem causar efeitos adversos em uma ETE (Estação de 

Tratamento de Esgoto), prejudicando principalmente o tratamento do esgoto 

doméstico. Tendo em vista que no Brasil 65,4% do esgoto gerado é despejado in 

natura (SNSA 2010), muitos NM podem ser lançados nos corpos aquáticos sem 

nenhum tratamento e, consequentemente, podem ser aportados nos mananciais 

de abastecimento público. Como consequência, a falta de protocolos para a 

detecção e quantificação destes NM nos laboratórios de monitoramento das 

agências ambientais pode acarretar sérios problemas de saúde pública. Neste 

sentido, estudos que contemplem esta temática também são necessários e 

indispensáveis no cenário atual, da elevada produção e consumo de produtos 

contendo NM. 
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