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Efeitos ecotoxicológicos das nanopartículas de dióxido de titânio sobre a alga 

Pseudokirchneriella subcapitata e sobre o cladócero Ceriodaphnia silvestrii por 

diferentes vias de exposição. 

RESUMO 

Nos últimos anos, o aumento do uso das nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2) 

em produtos de consumo e em dispositivos tecnológicos tem gerado preocupações 

relativas aos seus impactos ambientais e seus riscos à saúde humana. Estudos 

ecotoxicológicos têm sido utilizados como uma ferramenta para analisar o potencial 

tóxico das nano-TiO2 em diversos níveis tróficos, tais como produtores primários (algas) 

e consumidores de primeira ordem (cladóceros). No presente estudo, os efeitos crônicos 

das nano-TiO2 sobre o crescimento populacional da microalga clorofícea 

Pseudokirchneriella subcapitata foi avaliado durante um período de exposição de 96 

horas, sob condições de temperatura e de fotoperíodo semelhantes às encontradas em 

ecossistemas de regiões tropicais. Foram desenvolvidas novas metodologias para 

separação dos agregados entre as células algais e as nano-TiO2, cuja formação foi 

observada nas concentrações acima de 0,01 mg L-1 após um período de exposição de 96 

horas. O único método eficiente foi aquele em que as células foram lavadas três vezes 

com um quelante de metal (EDTA), com duração de 1 minuto para cada lavagem. No 

teste de toxicidade crônico obteve-se inibição significativa do crescimento algal a partir 

da concentração de 64 mg L-1 de nano-TiO2, com uma concentração de inibição a 50% 

das células algais (CI50 - 96h) de 201,22 mg L-1 em 96 h de exposição. Em seguida, foram 

avaliados os efeitos agudos via exposição por contato e os efeitos crônicos das nano-TiO2 

para o cladócero Ceriodaphnia silvestrii, utilizando o alimento (Pseudokirchneriella 

subcapitata) contaminado como via de exposição. Nos testes de toxicidade aguda foi 

obtido o valor médio de CE50 - 48 h de 77,57 mg L-1. Nos ensaios de toxicidade crônica, 

diferenças significativas foram observadas na sobrevivência a partir da concentração de 

0,01 mg L-1, enquanto que para o comprimento corporal, o número de ovos e o número 

de neonatas produzidos, os efeitos tóxicos foram observados a partir da concentração de 

1 mg L-1. Tais resultados indicam que as nano-TiO2 possuíram um efeito deletério sobre 

o crescimento de Pseudokirchneriella subcapitata somente em concentrações acima 

daquelas normalmente encontradas em ambientes aquáticos naturais. Para o cladócero 

Ceriodaphnia silvestrii, a via de exposição alimentar indicou um maior efeito tóxico. 

 

Palavras-chave: ecotoxicologia; método de desagregação; alimento; microalga, 

cladócero; nano-TiO2.  
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Ecotoxicological effects of the titanium dioxide nanoparticles on the algae 

Pseudokirchneriella subcapitata and on the cladoceran Ceriodaphnia silvestrii by 

different exposure routes. 

ABSTRACT 

In recent years, increased use of titanium dioxide nanoparticles (TiO2 NPs) in consumer 

products and technological devices has raised concerns regarding their environmental 

impacts and their risks to human health. Ecotoxicological studies have been used as a tool 

to analyze the toxic potential of TiO2 NPS in different trophic levels, such as primary 

producers (algae) and first order consumers (cladocerans). In the present study, the 

chronic effects of TiO2 NPS on the population growth of the microalgae chlorophycean 

Pseudokirchneriella subcapitata was evaluated during an exposure period of 96 hours, 

under conditions of temperature and photoperiod similar to those found in tropical 

ecosystems. New methods were developed for the separation of the aggregates between 

the algae cells and TiO2 NPS, whose formation was observed at above 0.01 mg L-1 

concentrations after a period of 96 hours’ exposure. The only effective method was the 

one in which the cells were washed three times with a metal chelator (EDTA), with 

duration of 1 minute for each wash. In the toxicity chronic test, there was obtained a 

significant inhibition of algal growth from the concentration of 64 mg L-1 of TiO2 NPs, 

with a concentration of 50% inhibition of algal cells (96 h - IC50) of 201.22 mg L-1 in 96 

h of exposure. Then, it was evaluated the acute effects of exposure by contact and the 

chronic effects of TiO2 NPs for the cladoceran Ceriodaphnia silvestrii, using 

contaminated food (Pseudokirchneriella subcapitata) as a route of exposure. In acute 

toxicity tests was obtained the average value of EC50 - 48 h of 77.57 mg L-1. In chronic 

toxicity tests, it was observed significant differences in survival from the concentration 

of 0.01 mg L-1, while for the body length, the number of eggs and neonates produced, 

toxic effects were observed from the concentration of 1 mg L-1. These results indicate that 

the nano-TiO2 NPS had a deleterious effect on the growth of Pseudokirchneriella 

subcapitata only at concentrations above those normally found in natural aquatic 

environments. For the cladoceran Ceriodaphnia silvestrii, the route of dietary exposure 

indicated a greater toxic effect. 

 

Keywords: ecotoxicology; method of disaggregation; dietary; microalgae; cladoceran; 

TiO2 NPS. 
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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

 

1.1. Aspectos Gerais 

 

 

Os nanomateriais fazem parte de uma evolução tecnológica criada pelo homem, que 

resultou no desenvolvimento de materiais com pelo menos uma de suas dimensões em escala 

nanométrica, i.e., medindo de 1 a 100 nm, seja na condição de partículas desagregadas, seja 

como partículas agregadas ou aglomeradas (European Commission, 2012; Navarro et al., 

2008). Seguindo esta definição, quando todas as suas três dimensões possuem medidas 

inferiores a 100 nm, estamos diante de uma nanopartícula (Crane et al., 2008). O prefixo 

“nano” (do grego “anão”) é parte da palavra nanômetro (nm), a qual corresponde à grandeza 

de um bilionésimo do metro (10-9 m) (Agência Brasileira de Desenvolvimento Industrial - 

ABDI, 2010; Galembeck e Rippel, 2004). A Figura 1 ilustra uma simples comparação da 

escala nanométrica com outras estruturas pertencentes a escala micrométrica. Nessa 

comparação, por exemplo, as células vermelhas do sangue, as bactérias e até mesmo os vírus 

são considerados bem maiores comparados à escala nanométrica (ABDI, 2010). 

 

 

 

Figura 1.  Comparação de estruturas nas escalas nanométrica e micrométrica. Adaptado de 

https://munlait.wordpress.com/category/biotecnologia/page/3/ 
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Historicamente, o interesse pelo estudo e pela utilização de materiais e dispositivos 

em nanoescala surgiu de uma palestra realizada pelo físico americano Richard Feynman no 

ano de 1959, intitulada “Há mais espaços lá embaixo”, a qual definiu o que era 

nanotecnologia, mesmo sem utilizar essa terminologia, como uma atividade científica dada 

pela manipulação de moléculas individuais que resultariam em materiais e aplicações de 

dimensões nanométricas, para todas as áreas do conhecimento (Fishbine, 2002; Melo e 

Pimenta, 2004; Pereira, 2010). A definição do termo nanotecnologia só veio a ganhar 

destaque algumas décadas depois, mais precisamente no ano de 1976, com um artigo escrito 

pelo pesquisador Norio Taniguchi da Universidade de Ciências de Tóquio (Foresight 

Institute, 2015; Pereira, 2010). 

A década de 80 foi muito promissora para o desenvolvimento da nanotecnologia, 

devido ao grande desenvolvimento observado na área da microscopia, tanto que no ano de 

1986, um grande incentivador da área chamado Eric Drexler publicou seu primeiro livro 

intitulado “Engines of Creation: The Coming Era of Nanotechonology”, aprofundando o 

assunto (Foresight Institute, 2015). 

 A capacidade de manipular átomos ou moléculas com uma dimensão de 10-9 m e, 

assim, obter uma nova organização estrutural (nanomaterial) proporcionou uma revolução 

tanto nas Ciências  como na Engenharia (Cadioli e Salla, 2006), assim como em outras áreas 

do conhecimento, tais como energia, segurança, agricultura, medicina, farmacologia e meio 

ambiente (Fangueiro et al., 2015; Gao et al., 2016; Joner et al., 2008; Masciangioli e Zhang, 

2003; Piccino et al., 2012), com destaque para as áreas de nanoeletrônica, nanobiotecnologia 

e nanomateriais (Cadioli e Salla, 2006). 

Os nanomateriais mais produzidos no mundo nos últimos anos são, respectivamente, 

as nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2), as nanopartículas de dióxido de silício 

(nano-SiO2) e as nanopartículas de óxido de zinco (nano-ZnO) (Piccino et al., 2012; Keller 

et al., 2013). Destaque deve ser dado para o concentrado de titânio que, em 2013, teve sua 

produção global aumentada em 4,5% comparada com a do ano de 2012, atingindo 7,6 

toneladas métricas (Queiroz-Filho e Amorim-Neto, 2014).  

Aproximadamente 88% da produção mundial de titânio provém do mineral ilmenita 

e os restantes 12% vêm do rutilo, mineral mais concentrado, porém mais escasso na natureza 

(Queiroz-Filho e Amorim-Neto, 2014). Além desses, deve-se destacar os minerais anatase e 

perovskita que têm atraído grande interesse das indústrias devido aos seus valores 

econômicos (Pereira, 2010; Santos, 2010). Na natureza, esses minerais têm origem nas 

rochas ígneas e as formas ilmenita e perovskita contêm óxido de titânio ligado a outros 

elementos químicos, i.e., a ilmenita (FeTiO3) contém ferro na sua composição, enquanto que 
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a perovskita (CaTiO3) contém cálcio. As formas anatase, rutilo e brookita são formas puras 

do dióxido de titânio (TiO2) (Maia, 2001; Pereira, 2010; Santos, 2010), (Figura 2). 

 

 

 

Figura 2. Formas minerais que contém titânio em sua composição (Fonte: 

http://www.aldoroggiani.it/museo.htm e google imagens). 

 

 

Os principais produtores mundiais do concentrado de titânio (soma da produção de 

ilmenita e rutilo) são: Austrália (18,3%), África do Sul (16, 1%), China (12,5%) e Canadá 

(10,1%). O Brasil, em 2013, contribuiu com 1,1% da produção mundial, sendo considerado 

o maior produtor da América Latina, com destaque para os municípios de Mataraca (PB), 

São Francisco de Itabapoana (RJ) e Santa Bárbara de Goiás (GO) (Queiroz-Filho e Amorim-

Neto, 2014). A projeção de consumo nacional de dióxido de titânio até o ano de 2030 é 

estimada atingir entre 150.000 a 374.000 toneladas, a depender do desempenho da economia 

nos próximos 15 anos (Santos, 2010).  

Como o interesse da indústria por produtos manufaturados feitos a partir de 

nanomateriais tem aumentado  nos últimos anos, há uma estimativa de que mais de 1600 

produtos contendo materiais em nanoescala já existam no mercado (Project on Emerging 

Nanotechnologies, 2015), com destaque para as nano-TiO2 utilizadas na fabricação dos mais 

variados produtos, tais como na produção de cosméticos, incluindo os protetores solares;  

revestimentos, produtos de limpeza e plástico; tintas; cimento, entre outros produtos.  Apesar 

das indústrias resistirem ao fornecimento de dados quanto à quantidade de nanomateriais 

utilizados em seus produtos, essas informações são fundamentais para uma correta avaliação 

dos riscos ambientais, uma vez que constituem a base para todas as vias de exposição 

(Duester et al., 2014; Piccino et al., 2012) e destino final desses materiais, que usualmente 

são os corpos de água. A Figura 3 ilustra algumas fontes e rotas de exposição das 

nanopartículas provenientes de fontes naturais e manufaturadas e sua interação com o 

ambiente e organismos vivos. 
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Figura 3. Principais fontes, rotas de exposição e interação de diferentes nanopartículas com 

o ambiente e organismos vivos. Retirado de Paschoalino et al. (2010). 

 

 

 Nesse sentido, o crescimento rápido e promissor da utilização das nano-TiO2 pode 

estar associado a riscos tanto para a saúde humana como para o meio ambiente, devido a 

algumas características específicas desses novos materiais, tais como seu tamanho reduzido, 

sua elevada área superficial e presença de cargas na superfície das suas partículas (Clément 

et al., 2013; Dalai et al., 2013; Marcone et al.,2012; Petosa et al., 2010).  

Na literatura, é possível encontrar muitos trabalhos que destacam as características 

dos nanomateriais que alteram sua absorção e sua distribuição nos organismos aquáticos e 

seus efeitos tóxicos e influenciam nas interações com os constituintes celulares (Aschberger 

et al., 2011; Brayner et al., 2010; Nowack e Bucheli, 2007; Krug e Wick, 2011; Smith et al., 

2007).  Para Paschoalino et al. (2010), os ecossistemas aquáticos são os principais receptores 

dos nanomateriais e, por isso, pesquisas com organismos aquáticos podem refletir os 

impactos que esses novos materiais podem exercer nesses ambientes.  

 Alguns pesquisadores vêm investigando os efeitos tóxicos das nano-TiO2 para os 

diferentes organismos pertencentes aos ambientes de água doce.  No entanto, a maior parte 

desses estudos avaliam apenas uma via de exposição, por exemplo, a exposição cutânea dada 

pela presença de nano-TiO2 na água, sendo raros os estudos feitos com a via de exposição 
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pelo alimento contaminado, especialmente para as espécies representativas dos ecossistemas 

aquáticos tropicais (Tabela 1).  

 

 

Tabela 1. Vias de exposição utilizadas em testes de toxicidade com cladóceros expostos às 

nanopartículas de dióxido de titânio em pesquisas realizadas durante os últimos cinco anos. 

 

Organismos-teste Vias de exposição Autores Ano 

Ceriodaphnia silvestrii 

Daphnia magna 

Daphnia magna 

Daphnia magna 

Daphnia magna 

Ceriodaphnia dubia 

Daphnia magna 

Daphnia magna 

Daphnia magna 

Daphnia magna 

Daphnia similis 

Daphnia magna 

Ceriodaphnia dubia 

alimento 

água 

água 

água 

água 

alimento 

água 

água 

água 

alimento 

água 

água 

água 

Este estudo 

Cupi et al. 

Salieri et al. 

Jacobasch et al. 

Tan e Wang 

Dalai et al. 

Pinheiro et al. 

Clément et al. 

Campos et al. 

Fouqueray et al. 

Marcone et al. 

Dabrunz et al. 

Li et al. 

2016 

2016 

2015 

2014 

2014 

2014 

2013 

2013 

2013 

2012 

2012 

2011 

2011 

 

 

Portanto, estudos que investiguem outras vias de exposição, além da água, como por 

exemplo a do alimento contaminado, são necessários e de grande relevância para a 

Ecotoxicologia (Rodgher e Espíndola, 2008a, 2008b).  

 

 

1.2. Propriedades estruturais, agregação e sedimentação das nanopartículas de dióxido 

de titânio (nano-TiO2) 

 

 

O titânio ocupa o quarto grupo da tabela periódica, sendo considerado um elemento 

de transição. Esse metal possui número atômico 22 e uma massa molar de 4,90 g mol. O 
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titânio foi descoberto por um geólogo inglês chamado Willian Gregor, no ano de 1791, e foi 

nomeado no ano de 1795 pelo químico alemão Martin Heinrich Klaproth. O metal puro 

(99,9%) foi obtido pela primeira vez no ano de 1910 por Matthew A. Hunter, por meio do 

aquecimento do tetracloreto de titânio. No ano de 1946, o metalúrgico Willian J. Kroll 

constatou que o titânio poderia ser produzido comercialmente por meio da redução do 

tetracloreto de titânio com o magnésio, processo utilizado até hoje para sua produção 

(Fujishima et al., 2008; Santos, 2010). 

As nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2) são classificadas como um óxido 

metálico, semicondutor, encontradas nas formas alotrópicas brookita (ortorrômbica), anatase 

(tetragonal) e rutilo (tetragonal) e apresentam a mesma valência nas três formas em que são 

encontradas, formando uma geometria octaédrica, com seis átomos de oxigênio, apenas 

diferenciando entre si pelas suas formas espaciais (Costa et al., 2006) (Figura 4). A forma 

brookita não é muito utilizada devido a sua escassez na natureza (Allen et al., 2009). As 

formas alotrópicas anatase e rutilo têm diferentes propriedades de superfície e reatividade, 

sendo a forma anatase considerada mais citotóxica do que a forma rutilo (Hirakawa et al., 

2004).  

Poucos  são os estudos  que  destacam a importância de se conhecerem os efeitos 

tóxicos da forma rutilo sobre os organismos aquáticos (Ji et al., 2011; Yu et al., 2013). A 

maioria dos estudos sobre os efeitos tóxicos das nano-TiO2 é realizado utilizando-se a forma 

anatase como contaminante (Chen et al., 2012, Clément et al., 2013, Dalai et al., 2013, Lee 

e An, 2013; Sadiq et al., 2011). Isso provavelmente ocorre devido à preferência dessa  forma 

alotrópica pelo mercado consumidor, apesar da forma rutilo também ser  comercializada.  
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Figura 4. Estruturas cristalinas das nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2). 

Adaptado de Matos (2010), adaptado de Diebold (2003).  

 

 

Uma característica particular das nano-TiO2 é a sua capacidade de aglomeração, 

agregação e sedimentação a que elas estão sujeitas em um período curto de tempo quando 

dispersas nos meios de ensaio dos testes ecotoxicológicos, o que pode resultar na perda da 

sua dimensão nanométrica. Essa capacidade de aglomeração/agregação se deve a força 

iônica do meio de ensaio e também ao pH, além das propriedades específicas das 

nanopartículas, tais como sua carga de superfície (Nan et al., 2008).   

Essa capacidade de aglomeração/agregação das nano-TiO2 geram dificuldades na 

realização dos ensaios de toxicidade, uma vez que os efeitos das nanopartículas 

individualizadas não podem ser medidos (Singh et al., 2009).  Outro fator complicador nos 

testes de toxicidade com as nano-TiO2 é a concentração utilizada desse químico nos ensaios. 

Quanto maior for a concentração utilizada das nano-TiO2, maiores serão os 

aglomerados/agregados formados. Isso muda a forma como essas nanopartículas interagem 

diretamente com as células e as superfícies biológicas dos organismos (Clément et al., 2013; 

Shang et al., 2014). 

Portanto, a forma como essas nanopartículas se apresentam e interagem no ambiente 

e com os organismos vivos, o local onde elas foram depositadas (i.e., na coluna de água ou 

no sedimento), e estruturalmente como se apresentam (i.e., únicas ou aglomeradas, 

revestidas ou não, adsorvidas em outras partículas) determinam a sua biodisponibilidade e 
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sua toxicidade para o meio ambiente (Klaine et al., 2008; Clément et al., 2013; Petosa et al., 

2010) (Figura 5). 

As consequências da agregação e da sedimentação das nanopartículas e seu 

comportamento no meio ambiente já foram descritos parcialmente por alguns estudos 

(Aruoja et al., 2009; Baveye e Laba, 2008; Clément et al., 2013; Navarro et al., 2008; Lin, 

2008; Quik et al., 2011). No entanto, ainda se faz necessário elucidar os efeitos que esses 

nanomateriais podem ter sobre a saúde humana e ambiental, dados por diferentes vias de 

exposição, possibilitando assim uma maior compreensão do seu destino e do seu 

comportamento no meio ambiente (Petosa et al., 2010). 

Desta forma, os estudos ecotoxicológicos são bastante úteis como ferramentas de 

avaliação dos efeitos tóxicos desses nanomateriais, fornecendo subsídios para uma 

regulamentação mais adequada em relação à produção e à liberação das nanopartículas no 

ambiente, especialmente das nano-TiO2. Os testes ecotoxicológicos podem viabilizar o uso 

sustentável dos nanomateriais, uma vez que quaisquer consequências causadas aos 

ecossistemas por eles, sejam elas danosas ou não, devem ser previamente conhecidas antes 

da sua comercialização (Mariano, 2014). 

 

 

 

Figura 5. Ilustração das diferenças entre partículas livres, aglomeradas, agregadas e 

agregadas/aglomeradas. Retirado de Pereira (2010), adaptado de Oberdörster et al. (2007). 

 

 

1.3. As nanopartículas de dióxido de titânio nos ecossistemas aquáticos 

 

 

Com a produção e uso crescentes de produtos feitos a partir de nanomateriais, é 

inevitável que esses materiais atinjam os ecossistemas aquáticos e se tornem uma ameaça 

em potencial para a saúde dos organismos que vivem nesses ambientes. Independentemente 

se as nanopartículas estejam presentes na coluna de água ou estejam presentes no 
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sedimento, elas podem interagir com outros poluentes, tais como xenobióticos e metais 

pesados, e produzir efeitos deletérios para os organismos expostos a elas (Canesi et al., 

2015).  

As características únicas das nanopartículas, tais como seu tamanho reduzido e sua 

área superficial grande, podem facilitar a sua movimentação entre os compartimentos 

ambientais e ocasionar de forma acumulativa danos às cadeias alimentares, principalmente 

as dos ambientes aquáticos, os quais são considerados os principais receptores das 

nanopartículas (Paschoalino et al., 2010), tornando os corpos d’água os precursores da 

interação entre os organismos e as nanopartículas (Hartmann et al., 2010; Sadiq et al., 2011).  

  Considerando os diversos efeitos adversos que as nano-TiO2 podem causar à biota 

dos ecossistemas aquáticos, principalmente àqueles das regiões tropicais, estudos dos 

efeitos desses nanomateriais sobre espécies dessa comunidade se tornam de extrema 

relevância para a etapa de avaliação de risco nesses ambientes. Nesse sentido, somente 

programas de monitoramento que avaliam a qualidade da água sob aspectos físicos e 

químicos, sem a aplicação de medidas biológicas que garantam o uso sustentável dos 

recursos naturais, têm sofrido críticas por parte de alguns pesquisadores (Zagatto e 

Bertoletti, 2006). Tais abordagens ecossistêmicas são feitas pela Ecotoxicologia, uma vez 

que os fatores ambientais não podem ser avaliados somente por variáveis abióticas, mas 

também por variáveis bióticas (Magalhães e Ferrão Filho, 2008). 

A Ecotoxicologia refere-se ao estudo científico dos efeitos adversos causados aos 

organismos vivos (populações e comunidades) pertencentes aos ecossistemas aquáticos e 

terrestres, principalmente dada pela liberação de substâncias químicas nesses ambientes 

(Fernicola et al., 2004; Truhaut, 1978). 

Dentro desse contexto, a Ecotoxicologia Aquática estuda os efeitos de substâncias 

químicas provenientes de fontes naturais ou de ação antrópica sobre organismos aquáticos 

de diversos níveis de organização desde componentes celulares dos organismos, passando 

por organismos, populações, comunidades e ecossistemas. Esses efeitos podem ser 

quantificados, por exemplo, por meio da taxa da sobrevivência, do sucesso reprodutivo, do 

comprimento e peso corpóreo ou da indução ou inibição das atividades enzimáticas (Rand 

et al., 1995). 

Entre os organismos mais recomendados para testes de toxicidade aquática estão as 

algas, que constituem a base das cadeias alimentares (produtores primários) nos ambientes 

aquáticos e são de grande importância para a manutenção desse ecossistema, pois esse nível 

trófico é responsável por manter a estrutura e a função desses ecossistemas e qualquer 
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estresse sofrido pelas populações fitoplanctônicas pode afetar todo o ecossistema  (Aruoja 

et al., 2009; Kampel, 2003; Masutti, 2004; Pfleeger et al., 1991; Silva, 2012). 

A exposição das algas às nano-TiO2 pode alterar seu metabolismo e  suas funções 

biológicas,  uma vez que a parede celular desses organismos é semipermeável e seus poros 

acabam permitindo a entrada das nanopartículas que, consequentemente, poderão passar pela 

membrana plasmática e chegar no interior das células, interagindo com as organelas e 

influenciando nos processos metabólicos e na formação de espécies reativas de oxigênio 

(ERO), inclusive podendo causar a morte celular (Dalai et al., 2014; Elsaesser e Howard, 

2012; Navarro et al., 2008).  

Segundo Ji et al. (2011), a forma anatase das nano-TiO2 causa graves danos às 

microalgas verdes de águas doces, indicando que a sua toxicidade varia de acordo com a 

cristalinidade dessa nanopartícula. Isso foi confirmado também por Cardinale et al. (2012) 

ao avaliarem a toxicidade das nano-TiO2 para três espécies de microclorofíceas (Chlorella 

vulgaris, Scenedesmus quadricauda e Chlamydomonas moewusii). Esses autores 

observaram também uma diminuição na produção primária bruta dessas microalgas. Miller 

et al. (2012) observaram um aumento da toxicidade das nano-TiO2 para algas marinhas 

quando essas nanopartículas foram irradiadas por raios UV-A. Isso ocorreu devido a um 

aumento na atividade fotocatalítica. 

Existem inúmeros trabalhos na literatura que relatam diferentes valores da 

Concentração de Inibição de 50% (CI50) do crescimento populacional para a alga 

Pseudokirchneriella subcapitata, em testes com 72 ou 96 horas de exposição (Aruoja et al., 

2009; Hartmann et al., 2010; Kulacki e Cardinale, 2012; Wartheit et al., 2007). Isso se deve 

principalmente as variações metodológicas utilizadas nos testes de toxicidade. Outro 

problema enfrentado nos testes de toxicidade com esta microalga é que as células algais 

tendem a se agregar com as nano-TiO2 (Clément et al.,2013; Fouqueray et al., 2012; French 

et al., 2009; Hartmann et al., 2010), dificultando a quantificação da densidade celular e, por 

conseguinte, a determinação da taxa de crescimento específico da população, tornando-se 

necessário testar e desenvolver diferentes metodologias para separação de tais agregados e 

assim possibilitar a quantificação acurada da densidade celular, uma vez que na literatura  

não foram encontrado explicações de como resolver essa problemática. 

Além do fitoplâncton, os organismos zooplanctônicos, dentre eles os cladóceros, 

possuem um importante papel nos ecossistemas aquáticos, uma vez que fazem parte dos 

consumidores primários das cadeias tróficas aquáticas, funcionando como mantenedores do 

equilíbrio dos ambientes onde são encontrados, um elo na transferência de energia dos 

produtores primários para os demais consumidores (Dickman et al., 2008). Por isso, é 
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comum a utilização desses organismos em testes de toxicidade devido à facilidade de coleta, 

ciclo de vida curto, tamanho reduzido, reprodução por partenogênese (clones), alta 

sensibilidade e fácil manutenção e cultivo em laboratório, além de serem um dos grupos 

responsáveis pela transformação do fitoplâncton e de bactérias em proteína animal ofertada 

para os organismos de níveis tróficos superiores (Maltby e Calow, 1989; Mount e Norberg, 

1984). 

Com elevada taxa de filtração (McMahon e Rigler, 1965), os dafinídeos apresentam 

uma alta probabilidade de interação com as nanopartículas presentes no seu ambiente 

(Casali-Pereira et al., 2015), sendo capazes inclusive de ingeri-las. Segundo Navarro et al. 

(2008), quando um organismo é exposto às nanopartículas, estas podem penetrar no 

organismo ou serem incorporadas à sua biomassa, bloquear os canais iônicos e, uma vez 

dentro da célula, podem exercer seu efeito tóxico. 

Nos últimos anos tem havido um aumento na preocupação com a presença das nano-

TiO2 na dieta de organismos aquáticos devido à possibilidade de acumulação e transporte 

pelos organismos e de sua transferência nas cadeias tróficas (Campos et al., 2013; Dalai et 

al., 2014; Zhu et al., 2010 a, b). Contudo, a maior parte dos estudos já realizados não foram 

feitos com espécies nativas pertencentes aos ecossistemas aquáticos tropicais, como o 

cladócero Ceriodaphnia silvestrii, que tem sido utilizado como organismo-teste por vários 

autores brasileiros em testes ecotoxicológicos para diferentes substâncias tóxicas, nos 

últimos dez anos (Rosa, 2008; Castilho, 2005; Jaconetti, 2005; Moreira et al., 2014; Oliveira-

Neto, 2000). Assim, testes de toxicidade com diferentes organismos nativos, que 

representem diferentes níveis tróficos ou compartimentos dos ecossistemas aquáticos, são 

muito importantes para se avaliar os efeitos tóxicos que as nanopartículas podem ter sobre 

eles (Clément et al., 2013).   
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2. OBJETIVOS 

 

 

Este estudo teve como objetivo principal investigar os efeitos tóxicos das 

nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2) sobre a clorofícea Pseudokirchneriella 

subcapitata e sobre o cladócero Ceriodaphnia silvestrii pela via de exposição alimentar, i.e., 

quando a alga clorofícea Pseudokirchneriella subcapitata contaminada com as 

nanopartículas de dióxido de titânio foi ofertada como alimento ao cladócero. 

 

 

2.1. Objetivos específicos 

 

 

  Cultivar a alga Pseudokirchneriella subcapitata sob condições controladas de 

laboratório; 

 Cultivar o cladócero Ceriodaphnia silvestrii sob condições controladas de 

laboratório; 

 Avaliar a toxicidade das nano-TiO2 para a alga Pseudokirchneriella subcapitata em 

condições semelhantes às encontradas em regiões tropicais (temperatura de 25°C e 

fotoperíodo de 12/12 horas de claro/escuro, a qual foi utilizada como alimento para o 

cladócero. 

 Determinar os efeitos agudos das nano-TiO2 para o cladócero Ceriodaphnia silvestrii 

por meio da exposição de contato; 

 Determinar os efeitos crônicos das nano-TiO2 para o cladócero Ceriodaphnia 

silvestrii, avaliando-se o seu crescimento, sobrevivência e fecundidade, quando os 

organismos foram expostos ao contaminante por via alimentar (alimento contaminado com 

as nano-TiO2). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1. Cultivo e manutenção da clorofícea Pseudokirchneriella subcapitata 

 

 

A clorofícea Pseudokirchneriella subcapitata foi o organismo-teste escolhido para a 

realização dos ensaios de toxicidade de 96 horas com as nano-TiO2. Para o seu cultivo, foram 

utilizados frascos Erlenmeyers com capacidade de 2 L contendo 1 L de meio LC Oligo 

(AFNOR, 1980), previamente autoclavado a 121ºC e 1 atm por 20 minutos. A inoculação do 

meio algáceo foi feita em capela de fluxo laminar, a qual foi descontaminada utilizando-se 

álcool 70% e um banho de luz ultravioleta por 15 minutos. A concentração das células algais 

inoculada no meio de cultura foi de 1  104 células mL-1 e a cultura permaneceu sob 

iluminação de 2000 lux, com fotoperíodo de 12/12 horas de claro/escuro, sem aeração e em 

temperatura controlada de 25 ± 1ºC até que atingisse sua fase de crescimento exponencial 

(ABNT, 2011). 

Imediatamente antes dos ensaios de toxicidade, as células algais cultivadas foram 

concentradas por meio de centrifugação a 4000 g, sendo o sobrenadante descartado e as 

células ressuspendidas em meio LC Oligo previamente autoclavado sob as mesmas 

condições descritas acima. Uma amostra de 1 mL foi retirada e fixada com uma gota de lugol 

para posterior contagem das células, a qual foi realizada em câmara de Neubauer 

(hemocitômetro), sob microscópio óptico (Zeiss Axiostar Plus), utilizando-se o aumento de 

400 vezes. 

 

 

3.2. Espécie zooplanctônica estudada e condições de manutenção e cultivo 

 

 

O organismo-teste selecionado para este estudo foi uma espécie nativa e endêmica 

de cladócero padronizada pela ABNT, Ceriodaphnia silvestrii Daday, 1902 (Crustacea, 

Cladocera). Esse cladócero atua como consumidor primário nas cadeias alimentares 

aquáticas e se alimenta por filtração de material orgânico particulado. Esse organismo possui 

0,8 a 0,9 mm de comprimento, corpo ovalado com acentuado sino cervical e com 9 a 12 

espinhos anais no pós-abdómen (Figura 6) (Fonseca e Rocha, 2004), sendo encontrado no 

Brasil e na Argentina (ABNT, 2010). 
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Figura 6.  Vista geral do organismo-teste Ceriodaphnia silvestrii. Aumento de 40 vezes. 

(Foto: Gisele M. de Lucca). 

 

 

 A manutenção dos cultivos-estoque dos organismos de Ceriodaphnia silvestrii foram 

feitos de acordo com a norma da ABNT (2010) e mantidos no Laboratório de Ecotoxicologia 

no Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva (DEBE), da Universidade Federal de São 

Carlos (São Carlos – SP). 

A espécie foi cultivada em água reconstituída previamente preparada com 1500 mg 

de CaSO4.2H2O (solução 1) e 200 mg de KCl, 4800 mg de NaHCO3 e 6100 mg de 

MgSO4.7H2O (solução 2) ambos diluídos em 1 L de água destilada (ABNT, 2010). Em um 

recipiente com aeração constante, a água destilada foi acrescida das duas soluções 

específicas (solução 1 e 2) a fim de que ela tivesse as seguintes características: pH entre 7,0 

e 7,5 e uma dureza total entre 40 e 48 mgCaCO3 L
-1 (ABNT, 2010). Essa espécie foi mantida 

em béqueres de 2 L, com um máximo de 120 indivíduos. Os béqueres foram recobertos com 

um filme plástico para evitar evaporação. As manutenções das culturas foram realizadas três 

vezes por semana, quando eram renovados a água e o alimento, sendo uma troca total da 

água e duas parciais (apenas 50% da água de cultivo foi renovada). Os cultivos de 

Ceriodaphnia silvestrii foram mantidos em incubadoras com temperatura controlada a 25°C 

± 2 e com fotoperíodo de 12/12 horas de claro/escuro. 

A alga Pseudokirchneriella subcapitata foi utilizada como alimento para os cultivos 

de Ceriodaphnia silvestrii. Esta alga foi cultivada em meio LC Oligo (AFNOR, 1980), o 

qual foi autoclavado por 20 minutos, a 121ºC, em Erlernmeyer de 2000 mL de capacidade 

contendo 1000 mL do meio. Os meios de cultivo foram inoculados em capela de fluxo 

laminar descontaminada com álcool 70%, sob luz UV por 15 minutos. A inoculação foi feita 
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com uma concentração de 1 × 104 células mL-1. A cultura permaneceu sob iluminação de 

4000 lux, com fotoperíodo de 12/12 horas de claro/escuro, com aeração constante e 

temperatura controlada de 25 ± 2ºC até a fase exponencial (ABNT, 2011; APHA, 1995). 

 Para a retirada do meio de cultivo, as algas foram centrifugadas a 4000 ×g, sendo o 

sobrenadante descartado e a alga ressuspendida em água reconstituída (a mesma utilizada 

para o cultivo do cladócero). Logo após a centrifugação, uma alíquota de 1 mL foi retirada 

e fixada com uma gota de lugol para posterior quantificação das células algais. A 

concentração algal foi determinada por meio da contagem em câmara de Neubauer 

(hemocitômetro), sob microscópio óptico (Zeiss Axiostar Plus), utilizando-se um aumento 

de 400 vezes. 

 A concentração diária de células algais fornecida como alimento aos indivíduos de 

Ceriodaphnia silvestrii foi de 1 × 105 células mL-1 por réplica (ABNT, 2010). De acordo 

com Vijverberg (1989), os dafinídeos podem ser cultivados com sucesso no laboratório 

utilizando as células algais de Pseudokirchneriella subcapitata como alimento. A alga 

Pseudokirchneriella subcapitata é uma das espécies sugeridas por esse autor devido ao alto 

valor nutricional proporcionado aos cladóceros.  

Foi fornecido aos cladóceros um complemento alimentar a base de ração fermentada 

(ABNT, 2010), preparado a partir da mistura de partes iguais de fermento biológico seco 

tipo Fleischmann® e ração para peixe (Vitormômio®). A solução de levedura foi preparada 

colocando-se 0,5g de fermento biológico seco em 100 mL de água destilada, enquanto que 

para o preparo da ração de peixe, foram dissolvidos 5g de ração em 1000 mL de água 

destilada, mantidos com aeração, durante uma semana. Quando necessário, a água perdida 

por evaporação foi reposta, sendo que a solução foi mantida coberta por papel alumínio. No 

final desse período, a solução decantou por cerca de 2 horas e o sobrenadante foi filtrado em 

rede de zooplâncton de 45 μm de abertura de malha. O material sedimentado foi devidamente 

descartado. A solução final foi distribuída em frascos de 100 mL, os quais foram conservados 

em geladeira a 4ºC até o momento do uso (ABNT, 2010) O alimento composto foi feito ao 

misturar 100 mL de cada solução descrita acima, sendo conservado sobre refrigeração e 

utilizado por um período máximo de 10 dias. Para a alimentação do cladócero, foi adicionado 

1 mL L-1 desse preparado a cada troca de água. 
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3.3. Nanopartículas de dióxido de titânio 

 

 

As nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2) utilizadas neste estudo tiveram 

um diâmetro médio de 21 nm e uma pureza de 99,5%, tendo sido adquiridas da Sigma-

Aldrich®. As medidas do diâmetro médio e da cristalinidade das nanopartículas deste lote 

foram confirmadas por Mariano (2014) por meio da difração de raios-X em um equipamento 

LAB-X-XRD 6000 (Shimadzu, Japão), sendo que 82% das nano-TiO2 estavam presentes na 

forma anatase e 18% na forma rutilo e apresentaram um tamanho médio que variou de 10 a 

50 nm. Segundo a autora, essa variação não foi significativa em relação à variação 

apresentada pelo fabricante. 

 

 

3.4. Preparo da solução-estoque para os ensaios com a clorofícea Pseudokirchneriella 

subcapitata 

 

 

A solução-estoque das nano-TiO2 foi preparada em balão volumétrico de 

polipropileno com capacidade de 1 L, utilizando-se como dispersante o próprio meio LC 

Oligo. A concentração da solução-estoque das nano-TiO2 no teste de toxicidade sempre foi 

igual à maior concentração testada. A solução-estoque do teste de toxicidade preliminar foi 

preparada a partir de uma concentração de 10 mg L-1 e, para o teste de toxicidade definitivo, 

a solução-estoque foi preparada em uma concentração de 2000 mg L-1 de nano-TiO2. A fim 

de reduzir as aglomerações e as sedimentações das nanopartículas, as soluções-estoque 

foram ultrassonicada (Unique DES500) por duas horas a uma potência máxima de 500 W, 

com pausa a cada 30 minutos para um resfriamento em banho de gelo. As concentrações-

teste nominais para as dispersões das nano-TiO2 foram obtidas por diluição da solução-

estoque em meio LC Oligo. Tanto para o teste de toxicidade preliminar como para o teste de 

toxicidade definitivo a solução-estoque e as concentrações-teste nominais foram preparadas 

imediatamente antes dos ensaios. 
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3.5. Teste de toxicidade preliminar com a alga Pseudokirchneriella subcapitata 

 

 

O teste preliminar de toxicidade (96 horas) foi realizado de acordo com o protocolo 

da ABNT (2011) para teste de toxicidade crônica com microalgas clorofíceas, com leituras 

a cada 24 horas. A única exceção em relação ao protocolo da ABNT (2011) foi que a solução-

estoque utilizada no ensaio foi preparada em meio LC Oligo e não em água destilada. 

As concentrações-teste nominais das nano-TiO2 foram preparadas por meio da 

diluição da solução-estoque em uma ampla faixa de concentrações, variando de 0,001 a 10 

mg L-1 de nano-TiO2. O controle foi constituído apenas pelo meio de cultivo algal, sem 

adição das nano-TiO2. Para evitar qualquer contaminação, o manuseio das nanopartículas e 

das culturas foi sempre realizado em cabine de fluxo laminar. No experimento, um volume 

de 300 mL das concentrações-teste ou 300 mL do meio LC Oligo (controle) foram colocadas 

em frascos de polipropileno com capacidade para 1000 mL e uma concentração inicial de 5 

 104 células mL-1 de Pseudokirchneriella subcapitata foi adicionada em cada um deles. 

Uma réplica foi utilizada para cada concentração-teste e para o controle conforme 

recomendação feita pelo protocolo de testes da ABNT (2011) para testes preliminares. Os 

recipientes-teste foram mantidos por 96 horas sob as mesmas condições descritas na seção 

3.1.  

Diferentes métodos foram empregados para a determinação da densidade celular, 

necessária para calcular a taxa de crescimento específico populacional. Isso foi necessário, 

uma vez que, no presente estudo, após 96 horas de exposição às nano-TiO2 e a partir da 

concentração de 0,01 mg L-1, as células formaram agregados entre si e com as 

nanopartículas, impossibilitando sua quantificação sob microscópio óptico. Na seção 3.6 

estão detalhados os métodos empregados para a quantificação das células. 

 

 

3.6. Determinação da densidade celular  

 

 

3.6.1. Absorbância 

 

 

A leitura da absorbância (ABS) nas concentrações testadas e no controle durante o 

teste de toxicidade preliminar com a alga Pseudokirchneriella subcapitata foi realizada em 
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espectrofotômetro (Hach DR500), utilizando-se cubetas de poliestireno com capacidade de 

4,5 mL preenchidas com um volume de 3 mL de cada réplica testada. A leitura da 

absorbância foi realizada em três diferentes comprimentos de onda 440, 670 e 687 nm (Valer 

e Glock, 1998), a cada 24 horas, até o final do ensaio preliminar de toxicidade. Foram 

utilizados dois tipos de ensaios brancos para cada concentração-teste: o meio LC Oligo com 

a respectiva concentração-teste das nano-TiO2 e o meio LC Oligo com a respectiva 

concentração-teste das nano-TiO2 previamente filtrado em membrana de acetato de celulose 

com 0,2 µm de poro. 

 

 

3.6.2.  Fluorescência  

 

 

A fluorescência das algas nas diferentes concentrações testadas das nano-TiO2 foi 

determinada pelo método descrito por Aruoja et al. (2009), utilizando microplacas para a 

leitura. Amostras de 50 µL em triplicatas foram retiradas de cada concentração-teste e do 

controle, sendo colocadas em uma microplaca de 96 poços. Em cada poço da microplaca 

foram adicionados 200 µL de etanol 96%. O ensaio branco constituiu-se apenas de 50 µL do 

meio LC Oligo mais 200 µL de etanol 96%. A microplaca foi coberta com parafilme M, 

sendo mantida por 3 horas sob leve agitação (CIENTEC Orbital CT165) e sem iluminação. 

Logo após, a leitura da fluorescência foi realizada em um comprimento de excitação de 440 

nm e um comprimento de emissão de 670 nm. A leitura da fluorescência foi feita a cada 24 

h até o final do ensaio de toxicidade preliminar. 

 

 

3.6.3. Clorofila-a  

 

 

A quantificação das concentrações das clorofilas a e b foi feita pelo método do 

DMSO, de acordo com Shoaf e Lium (1976). Amostras de 10 mL de cada concentração-

teste e do controle foram filtradas em filtros de éster de celulose (Millipore) com poro de 

0,45 µm, os quais foram previamente deixados em HCl 1M por 24 horas. Os filtros contendo 

as células algais foram colocados em tubos Falcon de 15 mL com 5 mL do solvente 

dimetilsulfóxido (DMSO). Após o acréscimo do solvente, os tubos foram imediatamente 

agitados manualmente e mantidos no escuro por 30 minutos. Ao término dos 30 minutos, os 
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tubos foram novamente agitados e deixados em repouso por mais 15 minutos, sob as mesmas 

condições. A leitura da absorbância foi realizada imediatamente após o término dos 15 

minutos em um espectrofotômetro (Hach DR500) nos comprimentos de onda de 664 e 647 

nm, conforme recomendação de Shoaf e Lium (1976). O ensaio branco foi constituído 

apenas por um filtro de éster de celulose. A concentração de clorofila-a (µg mL-1) foi obtida 

por meio da seguinte equação: 

Concentração de Clorofila-a = {[(11,93 × ABS 664 nm) – (1,93 × ABS 647 nm)] × 

Volume do DMSO dado em mL}/ Volume do filtrado dado em mL, onde: ABS significa o 

valor da absorbância obtida em cada comprimento de onda específico.  

 

 

3.6.4. Contagem numérica das células 

 

 

Para a quantificação da densidade numérica das células algais, alíquotas de 1 mL 

foram retiradas de cada concentração-teste e do controle, as quais foram fixadas em solução 

de lugol para posterior contagem em câmara de Neubauer em microscópio óptico (Zeiss 

Axiostar Plus) com um aumento de 400 vezes (Tavares e Rocha, 2001). 

 

 

3.7. Métodos para a desagregação das células algais e das nano-TiO2 

 

 

Em todas as concentrações testadas no teste de toxicidade preliminar houve a 

formação de agregados entre as células de Pseudokirchneriella subcapitata e as nano-TiO2 

após o período de 96 horas de exposição. Isso impossibilitou a determinação acurada da 

densidade numérica das células algais por meio dos métodos anteriormente descritos. Desta 

forma, quatro métodos para a separação dos agregados foram desenvolvidos e testados. Estes 

métodos encontram-se detalhados a seguir.  
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3.7.1.  Agitação em vórtex 

 

 

Neste método, amostras de10 mL de uma cultura algal exposta a 10 mg L-1 de nano-

TiO2 com uma densidade celular entre 105 e 106 células mL-1 foram agitadas em vórtex 

(Gehaka AV-2) a uma velocidade aproximada de 2000 rpm. Os intervalos de tempo testados, 

i.e., a duração da agitação, foram de 1, 2, 3, 4 e 5 minutos. Ao todo, três réplicas foram feitas 

para cada intervalo de tempo testado. 

Após a agitação em vórtex nos respectivos intervalos de tempos, as amostras foram 

centrifugadas (Eppendorf 5702R) a 2500 ×g por 10 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante 

descartado e as células algais ressuspendidas em 10 mL de meio LC Oligo autoclavado. Uma 

alíquota de 1 mL de cada amostra foi fixada em lugol para posterior contagem das células 

algais em câmara de Neubauer sob microscópio óptico (Zeiss Axiostar Plus) com um 

aumento de 400 vezes. 

 

 

3.7.2. Banho ultrassônico 

 

 

Neste método, amostras de 10 mL de uma cultura algal exposta a 10 mg L-1 de nano-

TiO2 com uma densidade celular entre 105 e 106 células mL-1 foram submetidas ao banho 

ultrassônico (Unique USC 1400). Os intervalos de tempo testados em que as amostras 

permaneceram no banho ultrassônico foram de 30 s, 1, 2, 3, 4 e 5 minutos. Ao todo, três 

réplicas foram feitas para cada intervalo de tempo testado. Em seguida, as amostras foram 

centrifugadas (Eppendorf 5702R) a 2500 ×g por 10 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante 

descartado e as células algais ressuspendidas em 10 mL de meio LC Oligo autoclavado. Uma 

alíquota de 1 mL de cada amostra foi fixada em lugol para posterior contagem das células 

algais em câmara de Neubauer sob microscópio óptico (Zeiss Axiostar Plus) com um 

aumento de 400 vezes. 
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3.7.3. Utilização de um quelante de metal  

 

 

 Essa metodologia foi adaptada do trabalho de Lombardi et al. (2002) com algumas 

modificações. Esses autores utilizaram essa metodologia com a finalidade de se determinar 

a concentração de cobre na cápsula mucilaginosa da alga Kirchneriella aperta.  

Para este método, células contidas em 10 mL de uma cultura algal exposta a 10 mg 

L-1 de nano-TiO2 com uma densidade celular entre 105 e 106 células mL-1 foram lavadas com 

EDTA (ácido etilenodiaminotetraacético de sódio) em duas concentrações, 1 × 10-3 

(Lombardi et al., 2002) e 5 × 10-4 mol L-1. Essas duas concentrações do quelante de metais 

foram preparadas em meio LC Oligo autoclavado. As células algais passaram por diferentes 

quantidades de lavagens: uma única lavagem e por três lavagens. O intervalo de tempo em 

que as células algais permaneceram em contato com o quelante também foi testado (1, 2, 3, 

4, 5 e 10 minutos). Três réplicas foram feitas para cada intervalo de tempo testado, para cada 

concentração do quelante e para cada quantidade de lavagem das células algais. 

As amostras de 10 mL das células algais foram centrifugadas a 2500 ×g por 10 

minutos a 4°C, sendo o sobrenadante descartado e as células algais ressuspendidas em 10 

mL de EDTA, nas duas respectivas concentrações testadas. Após isso, as células 

permaneceram em contato com o EDTA para cada intervalo de tempo estipulado. 

Imediatamente após o término dos intervalos de tempo testados, as amostras foram 

centrifugadas nas mesmas condições descritas anteriormente e o sobrenadante descartado. 

No caso de uma lavagem, as células foram ressuspendidas em meio LC Oligo, enquanto que 

para três lavagens, o contato com o EDTA foi repetido mais duas vezes e, ao final, as células 

foram ressuspendidas em meio LC Oligo. Por fim, uma alíquota de 1 mL de cada amostra 

foi fixada em lugol para posterior contagem das células algais em câmara de Neubauer sob 

microscópio óptico com um aumento de 400 vezes. 

 

 

3.7.4. Combinação do quelante EDTA e da agitação em vórtex 

 

 

Para este método, amostras de 10 mL de uma cultura algal exposta a 10 mg L-1 de 

nano-TiO2 com densidade celular entre 105 e 106 células mL-1 foram submetidas a uma 

combinação de duas concentrações do quelante EDTA (5 × 10-4 e 1 × 10-3 mol L-1) preparadas 

em meio LC Oligo em conjunto com a utilização do vórtex para agitação das mesmas. Os 
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intervalos de tempo em que as células algais permaneceram em contato com o EDTA foram 

de 1, 2, 3, 4, 5 e 10 minutos. Três réplicas foram feitas para cada intervalo de tempo. 

As amostras das culturas algais foram centrifugadas a 2500 ×g por 10 minutos a 4°C, 

sendo o sobrenadante descartado e as células algais ressuspendidas em 10 mL de EDTA, nas 

duas respectivas concentrações testadas. Após isso, as amostras foram agitadas no vórtex e 

as células permaneceram em contato com o EDTA para cada intervalo de tempo estipulado. 

Imediatamente após o término dos intervalos de tempo testados, as amostras foram 

novamente agitadas em vórtex e centrifugadas nas mesmas condições descritas 

anteriormente. Por fim, o sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em meio 

LC Oligo autoclavado. Uma alíquota de 1 mL de cada amostra foi fixada em lugol para 

posterior contagem das células algais em câmara de Neubauer sob microscópio óptico com 

aumento de 400 vezes. 

 

 

3.8. Teste de toxicidade definitivo com a alga Pseudokirchneriella subcapitata 

 

 

O teste de toxicidade definitivo (96 horas) foi feito de acordo com o protocolo da 

ABNT (2011) para o ensaio de toxicidade com algas clorofíceas. A única exceção em relação 

ao protocolo da ABNT (2011) foi que a solução-estoque utilizada no ensaio foi preparada 

em meio LC Oligo e não em água destilada. 

As concentrações-teste nominais das nano-TiO2 foram preparadas por meio da 

diluição da solução-estoque em uma faixa de concentrações-teste variando entre 16 a 512 

mg L-1. O controle foi constituído apenas pelo meio de cultivo algal, sem adição das nano-

TiO2. Tanto para as concentrações testadas quanto para o controle, o meio LC Oligo foi 

suplementado com uma fonte extra de bicarbonato de sódio (duas vezes mais) e o pH foi 

ajustado para 7,5. Para evitar qualquer contaminação, o manuseio das nanopartículas e das 

culturas foi sempre realizado em cabine de fluxo laminar. No experimento, alíquotas de 400 

mL das concentrações-teste ou 400 mL do meio LC Oligo (controle) foram colocadas em 

frascos de polipropileno com capacidade para 500 mL e uma concentração de 5  104 células 

de Pseudokirchneriella subcapitata mL-1 foi adicionada em cada um deles. Três réplicas 

foram utilizadas para cada concentração-teste e para o controle. Os recipientes-teste foram 

mantidos por 96 horas em agitação leve (cerca de 130 rpm) e iluminação (2000 lux) 

constantes, na temperatura de 25 ± 2ºC. A cada intervalo de 24 h, alíquotas de 10 mL de 

cada réplica foram retiradas para a quantificação do pH, densidade celular e viabilidade 
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celular nas concentrações-teste e no controle. Para a quantificação do titânio, 20 mL foram 

retirados de cada concentração-teste e do controle após 24 e 96 horas de exposição para a 

determinação do titânio particulado e do titânio dissolvido. Com a determinação da 

densidade celular, foi possível obter os valores das Concentrações de Inibição de 50% (CI50) 

do crescimento da população de algas e a taxa de crescimento específico nos períodos de 

tempo de 24, 48, 72 e 96 horas. 

 

 

3.8.1. Determinação da densidade celular 

 

 

Para obtenção da densidade celular, o método mais eficaz na separação das células 

que foram expostas às nano-TiO2 foi a lavagem por três vezes com o quelante de metal 

EDTA na concentração de 5 × 10-3 mol L-1 e por um período de tempo de um minuto para 

cada lavagem, i.e., um total de três minutos em que as células permaneceram em contato 

direto com o quelante. Desta forma, este método foi empregado aqui e a descrição dele se 

encontra na seção 3.7.3. Após o processo de separação das células algais, uma alíquota de 1 

mL foi retirada de cada concentração-teste e do controle, fixada em lugol e contada em uma 

câmara de Neubauer por meio de um microscópio óptico com um aumento de 400 vezes. 

 

 

3.8.2. Viabilidade celular 

  

 

O teste de viabilidade celular foi baseado na Associação Brasileira de Normas 

Técnicas com algumas modificações (ABNT, 2011). Para a determinação da viabilidade 

celular das algas expostas às diferentes concentrações-teste das nano-TiO2, alíquotas de 10 

mL foram retiradas a cada 24 horas de cada concentração-teste e do controle, com a 

finalidade de se verificar se, após o período de exposição, elas continuariam viáveis. Desta 

forma, sub-amostras de 10 mL da suspensão algal foram centrifugadas a 2500 ×g por 10 

minutos a 4oC e ressuspendidas em meio LC Oligo autoclavado. Após a centrifugação, as 

células foram inoculadas novamente em 100 mL de meio algal autoclavado preparado em 

frascos Erlenmeyer de 250 mL de capacidade. Os frascos foram mantidos em temperatura 

(25 ± 2oC) e fotoperíodo (12/12 horas claro/escuro) constantes e a viabilidade celular pós-
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exposição foi observada verificando-se a ocorrência ou não de crescimento após um período 

de 96 horas.  

 

 

3.9. Ensaios de sensibilidade com o cladócero Ceriodaphnia silvestrii 

 

 

Os ensaios de sensibilidade para determinar a saúde dos organismos foram realizados 

periodicamente, com a substância de referência cloreto de sódio (NaCl). Esses ensaios 

garantem uma maior confiabilidade e precisão dos dados ao longo do tempo por um mesmo 

laboratório ou entre laboratórios. É recomendado que os testes de sensibilidade sejam 

realizados mensalmente ou dentro de 14 dias antes da realização dos testes de toxicidade, ou 

ainda, se necessário, paralelamente a estes (ABNT, 2009, 2010; Environment Canada, 1992). 

 As concentrações de ensaio para os testes de sensibilidade com o cloreto de sódio 

(NaCl) para a espécie Ceriodaphnia silvestriiforam estabelecidas por Takenaka (2007). Essa 

autora utilizou uma faixa de concentrações que variou de 0,6 a 2,2 g L-1.  

Para os seis ensaios de sensibilidade realizados neste estudo, cinco neonatas (< 24 h) 

foram colocadas em recipientes plásticos de poliestireno (PS) com capacidade de 50 mL, os 

quais continham 10 mL da solução de cloreto de sódio (NaCl) ou do controle (apenas água 

reconstituída). As concentrações testadas em três réplicas foram:  0,6; 1,0; 1,3; 1,6 e 2,2 g L-

1. Elas foram preparadas a partir de uma solução-estoque de 100 g L-1, utilizando-se a água 

reconstituída como diluente. 

 Durante o período de exposição (48 horas), os organismos-teste foram mantidos em 

uma temperatura controlada de 25 ± 1° C, em câmara incubadora. Os organismos-teste foram 

mantidos sem iluminação e sem alimento durante todo o período de exposição. Após 48 

horas, o número de organismos imóveis foi determinado para o cálculo da CE50 - 48 h, a 

concentração efetiva mediana que causa efeito agudo (imobilidade) a 50% dos organismos 

após 48 horas de exposição. Os organismos foram considerados saudáveis e adequados para 

serem utilizados nos testes de toxicidade quando os valores da CE50 - 48 h ficaram dentro 

dos limites inferior e superior estabelecidos na carta controle construída neste estudo. A 

validação dos seis testes de sensibilidade foi dada quando a porcentagem de organismos 

imóveis no controle não ultrapassou a 10% durante o período do teste (ABNT, 2009; 2010).  
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3.10. Teste de toxicidade aguda com o cladócero Ceriodaphnia silvestrii 

 

 

A solução-estoque foi preparada em um balão volumétrico de polipropileno (PP) com 

capacidade de 1L a partir da maior concentração a ser testada (1600 mg L-1) de nano-TiO2 

do mesmo lote já descrito na seção 3.3 e utilizando-se como meio de diluição a água 

reconstituída. Após o seu preparo, a solução-estoque foi ultrassonicada (Unique DES500) 

por duas horas a uma potência de 500 W (100% da capacidade do aparelho), com pausa a 

cada 30 minutos para um resfriamento em banho de gelo. 

As concentrações de ensaio foram obtidas por diluição da solução-estoque em água 

reconstituída nas seguintes concentrações: controle (somente água reconstituída); 6,25; 12,5; 

25; 50; 100; 200; 400; 800 e 1600 mg L-1 de nano-TiO2. Essas concentrações foram 

determinadas em dois testes de toxicidade aguda preliminares realizados com o cladócero 

Ceriodaphnia silvestrii para estabelecer o intervalo de concentrações das nano-TiO2 a serem 

utilizadas nos quatro testes definitivos. O intervalo foi determinado pela menor concentração 

que causou imobilidade a 100% dos organismos e a maior concentração na qual não houve 

nenhuma imobilidade aos organismos testados. 

Os testes de toxicidade aguda definitivos consistiram na exposição de cinco neonatas 

com idade inferior a 24 horas em 100 mL de cada concentrações-teste de nano-TiO2, mais o 

controle. Os experimentos foram mantidos a 25 ± 1ºC em incubadora, sem iluminação, e os 

organismos não foram alimentados durante todo o teste. Para cada concentração-teste das 

nano-TiO2 e para o controle foram estabelecidas três réplicas. 

 As variáveis dureza total (titulometria com EDTA), pH (medidor de pH digital), 

oxigênio dissolvido e temperatura (ambos oxímetro portátil, Phtek DO-48) foram medidas 

no início e no final de todos os ensaios. 

 A imobilidade dos organismos foi verificada a cada 24 h e os resultados foram 

expressos em porcentagem de organismos imóveis. O teste de toxicidade foi invalidado 

quando o controle apresentou mais de 10% de organismos imóveis (Figura 7) (ABNT, 2009; 

CETESB, 1991;1992). 
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Figura 7. Desenho experimental do teste de toxicidade aguda com o cladócero Ceriodaphnia 

silvestrii expostas a nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2). Adaptado de Dalai et 

al. (2014). 

 

 

3.11.  Testes de toxicidade crônica com o cladócero Ceriodaphnia silvestrii utilizando 

como via de exposição o alimento contaminado 

 

 

A partir dos resultados dos testes de toxicidade com as algas e com os cladóceros, a 

definição das concentrações-teste das nano-TiO2 que foram utilizadas para a contaminação 

das algas a fim de que elas pudessem ser oferecidas como alimento contaminado para os 

cladóceros Ceriodaphnia silvestrii foi possível.  

 

 

3.11.1. Contaminação da clorofícea com as nano-TiO2  

 

 

A contaminação da alga Pseudokirchneriella subcapitata com as nano-TiO2, a qual 

foi fornecida como alimento para o cladócero Ceriodaphnia silvestrii, foi feita de acordo 

com as normas da ABNT (2011) com algumas modificações. 

Para o cultivo das algas, foram utilizados frascos Erlenmeyer com capacidade de 2 

L, contendo 1 L de meio de cultivo para algas (meio LC Oligo), o qual foi previamente 

autoclavado para evitar qualquer contaminação (AFNOR, 1980). A inoculação do meio de 

cultivo foi feita em cabine de fluxo laminar, no qual 5 × 105 células de Pseudokirchneriella 

subcapitata foram adicionadas a cada frasco e o cultivo mantido nas mesmas condições dos 

cultivos-estoque já descritos na seção 3.1, até que atingissem a fase de crescimento 

exponencial. 
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Imediatamente antes da contaminação das células algais com as nano-TiO2, estas 

foram concentradas por meio de centrifugação a 4000 ×g por 10 minutos e o sobrenadante 

descartado. Em seguida, 1 mL foi retirado e fixado com uma gota de lugol para determinar 

a densidade de células em câmara de Neubauer (hemocitômetro), sob microscópio óptico 

(Zeiss Axiostar Plus) com um aumento de 400 vezes. 

Para a contaminação das células algais, uma solução-estoque de 20 mg L-1 de nano-

TiO2 foi preparada em um balão volumétrico de 250 mL de polipropileno (PP), utilizando 

como meio de diluição o próprio meio LC Oligo. A solução-estoque foi ultrassonicada 

(Unique DES 500) por 2 horas a uma potência máxima de 500 W, com pausa a cada 30 

minutos para um resfriamento em banho de gelo. 

O preparo das concentrações-teste foi realizado em balão volumétrico de 

polipropileno com capacidade de 100 mL, nas concentrações de 0; 0,01; 1 e 10 mg L-1 de 

nano-TiO2. Essas concentrações foram utilizadas, pois elas não produziram qualquer efeito 

deletério tanto para a alga Pseudokirchneriella subcapitata quanto para o cladócero 

Ceriodaphnia silvestrii nos testes de toxicidade anteriormente descritos. 

 Para cada 100 mL das concentrações testadas, adicionou-se 5 × 106 células mL-1 da 

clorofícea Pseudokirchneriella subcapitata com a finalidade de que as células algais 

ficassem expostas as nano-TiO2. Após o seu preparo, as células algais em contato com às 

nano-TiO2 foram colocadas em recipientes de polipropileno com capacidade para 250 mL, 

em três réplicas para cada concentração-teste e o controle. Os recipientes permaneceram sob 

as mesmas condições das culturas-estoque por 96 h, em uma temperatura de 25 ± 1ºC e um 

fotoperíodo de 12 horas claro/escuro. 

Após 96 horas, cada réplica foi centrifugada por 10 minutos a 4000 ×g, em seguida 

o sobrenadante foi descartado e a células ressuspendidas com 50 mL de água reconstituída. 

As três réplicas de cada concentração-teste foram armazenadas em um único recipiente de 

polipropileno com capacidade de 500 mL. O concentrado contendo 300 mL de células algais 

contaminadas com nano-TiO2 foram armazenados na geladeira e envoltos em papel alumínio 

para evitar o contato com a luz.   

Imediatamente antes dos ensaios crônicos com os cladóceros serem realizados, o 

número de células algais por mL para cada concentração-teste do ensaio de contaminação 

das algas foi determinado em câmara de Neubauer (hemocitômetro), utilizando a 

metodologia do EDTA (três lavagens com duração de um minuto cada uma) para separação 

dos agregados de células algais e nano-TiO2. Após definir a concentração de células algais 

em cada concentração-teste, um volume diário de 1 × 105 células por mL-1 foi definido como 
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a concentração alimentar que os indivíduos de Ceriodaphnia silvestrii receberiam ao longo 

do ensaio de toxicidade crônica. 

 

 

3.11.2.  Testes crônicos com o cladócero Ceriodaphnia silvestrii 

 

 

Os testes de toxicidade crônica foram realizados de acordo com as normas da ABNT 

(2010) para o cladócero Ceriodaphnia silvestrii, utilizando neonatas com idade inferior a 24 

horas e obtidas a partir da terceira ninhada. Para isso, recipientes de polipropileno de 145 

mL contendo 100 mL de água reconstituída (a mesma utilizada no cultivo-estoque) foram 

utilizados. Cada recipiente continha um organismo de Ceriodaphnia silvestrii, os quais 

foram alimentados com as algas Pseudokirchneriella subcapitata previamente contaminadas 

com as nano-TiO2. Dez réplicas foram utilizadas para cada concentração estabelecida no 

ensaio de contaminação das células algais. O controle foi constituído por organismos 

cultivados em água reconstituída e alimentados com células algais que não foram 

contaminadas com as nano-TiO2. Para o controle também foram utilizadas 10 réplicas. 

Todos os organismos foram mantidos sob as mesmas condições de temperatura e de 

fotoperíodo dos cultivos-estoque.  

Durante os sete dias de exposição, a água reconstituída foi renovada a cada 24 horas, 

sendo os organismos-teste alimentados diariamente com as células algais contaminadas com 

as diferentes concentrações de nano-TiO2 ou com células algais sem nenhuma contaminação 

(controle). O alimento composto também foi fornecido como alimento para os diferentes 

tratamentos e para o controle. 

Em cada renovação da água reconstituída, a sobrevivência dos organismos foi 

observada, assim como o número de ovos e de neonatas nascidas vivas foram registrados 

para cada réplica. O número de ovos e de neonatas produzidas por fêmea foram obtidos 

somente a partir das fêmeas vivas, já o parâmetro comprimento corporal foi medido antes da 

exposição as nano-TiO2 e após o período de exposição para as fêmeas vivas. Foram 

realizados três ensaios definitivos. (Figura 8). 

 As variáveis pH, concentração de oxigênio dissolvido, dureza e temperatura foram 

medidas diariamente na água reconstituída de cada tratamento e no controle, no momento 

em que ela foi renovada e antes dela ser descartada. Os testes foram considerados válidos 

quando a mortalidade dos organismos adultos no controle não excedeu 20% e quando 60% 
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ou mais das fêmeas adultas sobreviventes no controle tiveram no mínimo quinze neonatas, 

não ultrapassando o período máximo de sete dias de teste (ABNT, 2010). 

 A quantificação do titânio particulado e dissolvido foi realizado conforme os 

procedimentos que serão descritos a seguir (seção 3.12). 

 

 

 

Figura 8.  Desenho experimental do teste de toxicidade crônica com o cladócero 

Ceriodaphnia silvestrii pela contaminação do alimento, a microalga Pseudokirchneriella 

subcapitata (círculos verdes), com nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2). 

Adaptado de Dalai et al. (2014). 

 

 

3.12. Quantificação do titânio particulado e dissolvido  

 

 

Para quantificar as concentrações do titânio particulado e do titânio dissolvido nas 

diferentes concentrações testadas nos testes de toxicidade definitivos com a alga 

Pseudokirchneriella subcapitata e do titânio particulado nos testes de contaminação da alga 

utilizada como fonte alimentar para o cladócero foi empregado o método descrito por 

Lombardi et al. (2002). Todas as análises foram feitas em triplicatas e as concentrações 

foram determinadas por meio de um espectrômetro de emissão ótica com plasma 

indutivamente acoplado (ICP-OES). 

 

 

 



48 
 

3.13. Caracterização das nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2) 

 

 

3.13.1. Para o ensaio de toxicidade definitivo com a alga 

 

 

A caracterização das nano-TiO2 no meio de cultura LC Oligo foi dada pelo 

estabelecimento da curva de absorbância das nano-TiO2 em diferentes comprimentos de 

onda e pelo espalhamento da luz dinâmica (DLS) para a obtenção, respectivamente, do 

espectro de absorbância, da distribuição do tamanho para os intervalos de tempo de 0, 24, 

48, 72 e 96 horas e do potencial Zeta das nanopartículas no tempo 0 hora. 

As curvas de absorbância das nano-TiO2 foram determinadas na solução-estoque 

utilizada no teste de toxicidade definitivo com uma cubeta de poliestireno e em uma faixa 

de comprimento de onda de 400 a 820 nm, variando 10 nm a cada leitura, enquanto que os 

diâmetros hidrodinâmicos Z-médio das nano-TiO2 foram medidos na solução-estoque (2000 

mg L-1) e na menor (16 mg L-1) e na maior (512 mg L-1) concentração-teste utilizada no 

ensaio de toxicidade definitivo. As medições foram feitas utilizando o equipamento Malvern 

Zetasizer (modelo ZS90, Estados Unidos). No total, três réplicas foram feitas e as medidas 

foram tomadas a partir de 0 hora e a cada 24 horas até completar 96 horas. As medições 

foram iniciadas em uma posição de medida e atenuador fixados para evitar a otimização do 

tempo, sendo que o tempo de correlação foi de 2 s e 120 pontos de dados foram obtidos. As 

réplicas foram armazenadas no escuro para as medidas posteriores. Taxas de contagem 

derivadas foram incluídas com a finalidade de se comparar a capacidade das partículas 

permanecerem grandes ou pequenas ao espalhamento da luz. Em relação ao potencial Zeta, 

esta análise foi feita apenas na solução-estoque do teste de toxicidade definitivo, uma vez 

que se pretendia conhecer o potencial de agregação das nano-TiO2 no meio LC Oligo. Este 

parâmetro também foi obtido por meio do equipamento Malvern Zetasizer (modelo ZS90, 

Estados Unidos). 

 

 

3.13.2. Para o ensaio de contaminação das algas 

 

 

O diâmetro hidrodinâmico das nano-TiO2 no ensaio de contaminação das algas foi 

obtido para todas as concentrações testadas (0,01; 1 e 10 mg L-1), em triplicatas, a cada 24 
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horas, desde a montagem do teste (0 hora) até completar 96 horas. Os valores do potencial 

zeta das nanopartículas foram obtidos no início do ensaio. Tanto o diâmetro hidrodinâmico 

quanto o potencial Zeta foram obtidos de acordo com os procedimentos já descritos na seção 

3.13.1. 

 

 

3.13.3. Para o ensaio de toxicidade aguda com o cladócero Ceriodaphnia silvestrii 

 

 

O diâmetro hidrodinâmico das nano-TiO2 no ensaio de toxicidade aguda com o 

cladócero Ceriodaphnia silvestrii foi obtido na menor (6,25 mg L-1) e na maior (1600 mg L-

1) concentrações testadas, em triplicatas, a cada 24 horas, no início do teste de toxicidade (0 

hora) até completar 48 horas. Os valores do potencial Zeta das nanopartículas foram obtidos 

no início do ensaio. 

O diâmetro hidrodinâmico Z-médio e o potencial Zeta no teste definitivo de 

toxicidade foi realizado de acordo com os procedimentos já descritos na seção 3.13.1. 

 

 

3.14. Tratamentos dos dados e análises estatísticas  

 

 

A concentração de inibição para 50% do crescimento da população da alga (CI50-

96h) e as concentrações efetivas a 50% da imobilidade dos organismos de Ceriodaphnia 

silvestrii (CE50-48h) nos ensaios com o cloreto de sódio e com as nanopartículas de dióxido 

de titânio (nano-TiO2) foram calculadas pelo método Probit (Finney, 1971), usando software 

específico (Programa Probit versão 1.5, U.S. Environmental Protection Agency). Para a 

definição da Concentração de Efeito Não Observado (CENO) e da Concentração de Efeito 

Observado (CEO) nos ensaios com as algas e nos ensaios com os cladóceros, todos os dados 

foram primeiramente checados para normalidade (teste2) e homogeneidade (teste de 

Bartlett’s) da distribuição. Os dados foram analisados pela análise de variância one-way 

(ANOVA) seguido, pelo teste de Tukey, para identificar diferenças significativas entre o 

controle e os diferentes tratamentos. Em todos os testes estatísticos, a significância foi aceita 

quando α ≤ 0,05. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

4.1. Caracterização das nanopartículas de TiO2 nos ensaios de toxicidade 

 

 

4.1.1. Ensaio de toxicidade crônico definitivo com a alga Pseudokirchneriella subcapitata 

 

 

4.1.1.1. Determinação do espectro de absorbância das nanopartículas de TiO2 em meio LC 

Oligo 

 

 

As nano-TiO2 não tiveram uma banda plasmônica definida nos comprimentos de 

onda utilizados. Houve apenas um espalhamento de luz e não de absorção, conforme pode 

ser observado na Figura 9. Os dados brutos da absorbância em diferentes comprimentos de 

onda podem ser encontrados no Apêndice A Tabela 1. 
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Figura 9.  Caracterização do espectro de absorbância das nanopartículas de dióxido de 

titânio (nano-TiO2) dispersas no meio LC Oligo em diferentes comprimentos de onda no 

espectro do UV-vis ao longo do tempo (de 0 a 96 horas). 

 

 

4.1.1.2. Diâmetro hidrodinâmico 

 

 

Os diâmetros hidrodinâmicos das nano-TiO2 dispersas em meio LC Oligo no tempo 

0 hora foram: 890,4 nm para a dispersão de 16 mg L-1, 1527 nm para a dispersão de 512 mg 

L-1 e 1959 nm para a solução-estoque de 2000 mg L-1. Após 96 horas, o diâmetro 

hidrodinâmico das nano-TiO2 na concentração de 16 mg L-1 aumentou aproximadamente 5,9 

vezes (5252 nm) o tamanho que apresentava no tempo de 0 hora, enquanto que na 

concentração de 512 mg L-1 o diâmetro hidrodinâmico da nano-TiO2 aumentou 1,73 vezes 

(2642 nm) (Figura 10). Ao longo do tempo, a tendência do diâmetro hidrodinâmico das nano-

TiO2 na menor e na maior concentração testada foi de aumentar até 72 h. O aumento do 

tamanho hidrodinâmico em função do tempo já foi reportado anteriormente por Sadiq et al. 

(2011). Outros autores encontraram tamanhos hidrodinâmicos que variaram de 70 a 3096 

nm para as nano-TiO2 quando dispersas ou em água destilada ou em água Milli-Q (Lee e An, 

2013; Sadiq et al., 2011). Para dispersões das nano-TiO2 em meios de cultura algal, o 
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diâmetro hidrodinâmico variou de 486 a 1024 nm (Fu et al., 2015; Lee e An, 2013; Nur et 

al., 2015). O tamanho da partícula, tempo de exposição, o meio utilizado para fazer as 

dispersões (água pura ou meio de cultura) e a concentração de exposição podem influenciar 

no tamanho hidrodinâmico das nano-TiO2 (Handy et al., 2008).  

 

 

 

 

Figura 10. Diâmetro hidrodinâmico (nm) das nanopartículas de dióxido de titânio (nano-

TiO2) para a menor e para a maior concentração testadas e para a solução-estoque ao longo 

do tempo (0 a 96 horas) no teste definitivo de crescimento populacional de 

Pseudokirchneriella subcapitata. 

 

 

4.1.1.3. Índice de polidispersividade (IPd) e potencial Zeta 

 

 

O índice de Polidispersividade (IPd), o qual indica o quanto as nanopartículas estão 

dispersas no meio, variou de 0,424 a 0,491 para a concentração de 16 mg L-1 de nano-TiO2 

e variou de 0,143 a 0,426 para a concentração de 512 mg L-1.  Um valor de IPd menor ou 

igual a 0,5 indica que as nanopartículas estão homogeneamente dispersas no meio (Barreto 

e Silva, 2015). Neste estudo, o IPd ficou dentro deste valor de referência.  
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O potencial Zeta médio para a solução-estoque com um valor de pH 7,3 no tempo de 

0 hora foi de - 23,7 ± 0,51 mV (média e desvio-padrão de três réplicas). Esse valor revelou 

que as nano-TiO2 utilizadas neste estudo tiveram uma instabilidade incipiente (valores entre 

± 10 a ± 30), ou seja, tiveram uma tendência à agregação e sedimentação (Barreto e Silva, 

2015). Mariano (2014) encontrou, para o mesmo lote de nano-TiO2, um valor de potencial 

Zeta de - 40 mV em dispersões de nano-TiO2 que variaram entre 0,0008 a 0,4 mg L-1 com o 

mesmo valor de pH (7,3). Este valor foi diferente do encontrado neste estudo e, valores 

inferiores a - 40, revelam que as nano-TiO2 possuem baixo potencial de agregação. Visto 

que o potencial Zeta também é dependente da concentração das dispersões das 

nanopartículas, esses valores diferentes encontrados para o mesmo lote de nanopartículas é 

compreensível. Valores brutos do diâmetro hidrodinâmico (DH), índice de 

Polidispersividade (IPd) e potencial zeta para o teste de toxicidade crônica definitivo com a 

alga Pseudokirchneriella subcapitata pode ser encontrado no Apêndice D, Tabela 1. 

 

 

4.1.2. Ensaio de contaminação da alga Pseudokirchneriella subcapitata 

 

 

4.1.2.1. Diâmetro hidrodinâmico 

 

 

Os diâmetros hidrodinâmicos das partículas de nano-TiO2 que estavam aderidas na 

parede celular da clorofícea no tempo de contaminação de 0 hora tiveram os seguintes 

valores: 930 nm para a dispersão de 0,01 mg L-1, 1199 nm para a dispersão de 1 mg L-1 e 

1145 nm para a dispersão de 10 mg L-1. Após 96 horas, o diâmetro hidrodinâmico das nano-

TiO2 na concentração de 0,01 mg L-1 aumentou aproximadamente 3 vezes (3514 nm) o 

tamanho que apresentava no tempo de 0 hora, enquanto que na concentração de 1 mg L-1, o 

diâmetro hidrodinâmico da nano-TiO2 aumentou 1,64 vezes (2838 nm). Para a concentração 

de 10 mg L-1, o aumento foi de 4,53 vezes (5676 nm) (Figura 11). Ao longo do tempo, a 

tendência do diâmetro hidrodinâmico das nano-TiO2 para as concentrações testadas foi 

aumentar até 72 horas para a maior concentração testada (10 mg L-1). Nas menores 

concentrações testadas, esse aumento foi verificado até o final do período de exposição.  
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Figura 11. Diâmetro hidrodinâmico (nm) das nanopartículas de dióxido de titânio (nano-

TiO2) para todas as concentrações testadas ao longo do tempo (0 a 96 horas) no teste de 

contaminação da alga Pseudokirchneriella subcapitata. 

 

 

4.1.2.2.  Índice de polidispersividade (IPd) e potencial Zeta 

 

 

O índice de Polidispersividade (IPd) variou de 0,392 a 0,495 para a concentração de 

0,01 mg L-1 de nano-TiO2, variou de 0,395 a 0,586 para a concentração de 1 mg L-1 e variou 

de 0,426 a 0,506 para a concentração de 10 mg L-1. Mais uma vez os valores de IPd foram 

menores ou iguais a 0,5 indicando que as nanopartículas estão homogeneamente distribuídas 

no meio (Barreto e Silva, 2015). Neste estudo, o IPd ficou dentro deste valor de referência. 

Clément et al. (2013) diz que, em concentrações baixas (0,01 a 1 mg L-1) de nano-TiO2, o 

índice de Polidispersividade aumenta (IPd).  

O potencial Zeta médio para a solução-estoque com um valor de pH 7,0 no tempo de 

0 hora foi de - 22,43 ± 0,71 mV (média e desvio-padrão de três réplicas). Esse valor revelou 

que as nano-TiO2 utilizadas neste estudo tiveram uma instabilidade incipiente (valores entre 

± 10 a ± 30), ou seja, tiveram uma tendência à agregação e sedimentação (Barreto e Silva, 

2015). A tendência na formação desses agregados é dependente da química da superfície das 

nano-TiO2, da concentração de partículas que aumentam a probabilidade de contato ou 

mesmo a composição do meio (Clément et al., 2013). Valores brutos do diâmetro 
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hidrodinâmico (DH), índice de Polidispersividade (IPd) e potencial zeta para o ensaio de 

contaminação com a alga Pseudokirchneriella subcapitata podem ser encontrados no 

Apêndice D, Tabela 2. 

 

 

4.1.3. Ensaio de toxicidade aguda definitivo com o cladócero silvestrii  

 

 

4.1.3.1. Diâmentro hidrodinâmico 

 

 

Os diâmetros hidrodinâmicos das nano-TiO2 dispersas em água reconstituída no 

tempo 0 hora foram: 852,4 nm para a dispersão de 6,25 mg L-1 e 1079 nm para a dispersão 

de 1600 mg L-1 e 2852 nm para a solução-estoque de 1600 mg L-1. Após 48 horas, o diâmetro 

hidrodinâmico das nano-TiO2 na concentração de 6,25 mg L-1 aumentou aproximadamente 

1,9 vezes (2685 nm) o tamanho que apresentava no tempo de 0 hora, enquanto que na 

concentração de 1600 mg L-1 o diâmetro hidrodinâmico da nano-TiO2 aumentou 1,3 vezes 

(2409 nm) (Figura 12). A tendência do diâmetro hidrodinâmico das nano-TiO2 na menor e 

na maior concentração testada foi de aumentar em até 24 horas.  

Para Marcone et al. (2012), Jiang et al. (2011) e Reeves et al. (2008), o tamanho da 

partícula influencia na sua toxicidade devido à facilidade de absorção por parte de células 

algais em contato com partículas pequenas (nm). Esses autores encontraram em seus estudos 

uma maior toxicidade para partículas menores que 10 nm. Bang et al. (2011) encontraram 

resultados diferentes para tamanhos diferentes de nano-TiO2 (21 e 250 nm e 500 nm), 

indicando que partículas com tamanho menor (21nm) a toxicidade é muito mais elevada do 

que em partículas maiores. O mesmo ocorreu em um estudo com a bactéria Escherichia coli 

que acumulou partículas pequenas de nano-TiO2 (anatase), internalizando tais partículas e 

causando danos à sua membrana celular (Lin et al., 2014). 
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Figura 12.  Diâmetro hidrodinâmico (nm) das nanopartículas de dióxido de titânio (nano-

TiO2) para a menor e para a maior concentração testada no tempo de 0 a 48 horas no teste 

definitivo de toxicidade aguda com o cladócero Ceriodaphnia silvestrii. 

 

 

4.1.3.2. Índice de polidispersividade (IPd) e potencial Zeta 

 

 

 

O índice de Polidispersividade (IPd) variou de 0,415 a 0,469 para a concentração de 

6,25 mg L-1 de nano-TiO2 e variou de 0,425 a 0,492 para a concentração de 1600 mg L-1.  

Um valor de IPd menor ou igual a 0,5 indica que as nanopartículas estão homogeneamente 

dispersas no meio (Barreto e Silva, 2015). Neste estudo, o IPd ficou dentro deste valor de 

referência.  

O potencial Zeta médio para a solução-estoque com um valor de pH 7,0 no tempo de 

0 hora foi de - 15,77 ± 0,25 mV (média e desvio-padrão de três réplicas). Esse valor revelou 

que as nano-TiO2 utilizadas neste estudo tiveram uma instabilidade incipiente (valores entre 

± 10 a ± 30), ou seja, tiveram uma tendência à agregação e sedimentação (Barreto e Silva, 

2015).  Valores brutos do diâmetro hidrodinâmico (DH), índice de Polidispersividade (IPd) 

e potencial zeta para o teste de toxicidade aguda com o cladócero Ceriodaphnia silvestrii 

podem ser encontrados no apêndice D, tabela 3. 
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4.2. Análise do desempenho dos métodos empregados para a determinação da 

densidade celular no ensaio de toxicidade preliminar com a alga Pseudokirchneriella 

subcapitata 

 

 

4.2.1.  Método da Absorbância  

 

 

Na Figura 13, pode-se observar que no controle houve um aumento da absorbância 

em relação ao tempo de exposição em todos os comprimentos de onda, um padrão que reflete 

que houve crescimento celular ao longo do tempo. Nas concentrações de 0,001, 0,01 e 1 mg 

L-1 de nano-TiO2, houve um aumento da absorbância em relação ao tempo, notadamente até 

72 horas de exposição, em todos os comprimentos de onda. No entanto, para a concentração 

de 0,1 mg L-1, ocorreu uma diminuição da absorbância em 72 horas, seguido por um aumento 

da absorbância em 96 horas, para todos os comprimentos de onda. Na concentração de 10 

mg L-1, não foi observado um padrão de aumento ou de decréscimo nos valores de 

absorbância relacionado com o tempo de exposição. Apesar disso, nessa concentração foram 

registrados os maiores valores de absorbância em relação às demais concentrações. A falta 

de um padrão do tipo concentração-resposta nos valores de absorbância obtidos deve ter sido 

ocasionada pela interferência do espalhamento da luz dada pelas nano-TiO2 em conjunto 

com a formação dos agregados de células algais e nanopartículas. Quanto maior a 

concentração das nanopartículas no meio de dispersão, maior é o espalhamento de luz dado 

por elas e maior o valor de absorbância obtido.  
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Figura 13. Valores de absorbância nos comprimentos de onda de 440, 687 e 670 nm obtidos 

no controle e em diferentes concentrações das nanopartículas de dióxido de titânio (nano-

TiO2) testadas para um período de exposição de 96 horas, no ensaio de toxicidade preliminar 

com a alga Pseudokirchneriella subcapitata. 

 

 

4.2.2. Método da Fluorescência 

 

 

Na Figura 14, pode-se observar que no controle houve um aumento da fluorescência 

em relação ao tempo de exposição, um padrão que reflete que houve crescimento celular ao 

longo do tempo. Nas concentrações de 0,001, 0,01, 1 e 10 mg L-1 de nano-TiO2, houve um 

aumento da fluorescência em relação ao tempo. Já para a concentração de 1 mg L-1, 

observou-se uma queda na fluorescência a partir de 48 horas de exposição, quando 

comparado ao controle, tal exceção não pode ser explicada. Além disso, na concentração de 

10 mg L-1, foi observado a partir de 72 horas um aumento da fluorescência em relação ao 

controle. Nesse caso, as algas podem ter sintetizado mais clorofila devido ao efeito de 

sombreamento dado pelas nano-TiO2 (Aruoja et al., 2009). 
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Figura 14. Valores de fluorescência obtidos para as diferentes concentrações de 

nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2) testadas e no controle para o ensaio de 

toxicidade preliminar com a alga Pseudokirchneriella subcapitata com um período de 

exposição de 96 horas. 

 

 

 Não foi observado um padrão de aumento ou de decréscimo nos valores de 

fluorescência relacionado com cada tempo de exposição (Figura 14). Como observado 

anteriormente para a absorbância, a falta de um padrão do tipo concentração-resposta nos 

valores de fluorescência obtidos pode ter sido ocasionada pela interferência do espalhamento 

da luz dada pelas nano-TiO2 em conjunto com a formação dos agregados de células algais e 

nanopartículas. Aruoja et al. (2009), a partir da concentração de 10 mg L-1, observaram a 

formação de grandes agregados de células algais e nano-TiO2 por meio de microscopia de 

fluorescência, sugerindo que tais agregados podiam reduzir a disponibilidade de luz para as 

células algais e, assim, inibir o seu crescimento. Além disso, para amenizar o estresse sofrido 

pela exposição às nano-TiO2, as algas produzem uma maior quantidade de polissacarídeos 

(Nielsen et al., 2008). Tais exsudatos funcionam como ligantes orgânicos, podendo se ligar 

aos metais e permitir a acumulação crescente de nano-TiO2 nas paredes celulares das algas, 

acelerando também a sua sedimentação (Lin et al., 2008). Desta forma, a agregação das 

células algais com as nano-TiO2 pode ter implicações ecológicas relevantes que podem levar 

a efeitos adversos para o ecossistema como um todo (Baveye e Laba, 2008).  
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Já é conhecido que as nano-TiO2 têm propriedades fotorreativas (Aruoja et al., 2009), 

existindo relatos da sua fotoatividade quando elas são expostas à radiação UV desde o início 

do século XX (Hashimoto et al., 2005; Konaka et al., 1999).  Hartmann et al. (2010) e Lee e 

An (2013) observaram que as nano-TiO2 têm propriedades de absorver a luz visível, inibindo 

o crescimento das algas e causando a desestabilização de suas membranas.  

 

  

4.2.3. Clorofila-a 

 

 

A concentração de clorofila-a das algas pode ser utilizada como uma medição da sua 

saúde fisiológica (Eaton et al., 1995), assim como pode ser utilizada como estimativa de 

biomassa de culturas algais. 

Em relação à concentração de clorofila-a, observou-se neste estudo que não existiu 

um padrão entre o conteúdo desse pigmento nas células algais do controle e dos diferentes 

tratamentos ao longo do período de exposição de 96 horas (Figura 15). Mais uma vez, os 

agregados entre as células algais e as nano-TiO2 foram possivelmente os responsáveis pela 

falta de uma resposta padrão definida, uma vez que a concentração de clorofila-a é estimada 

por meio de métodos que utilizam a absorbância (Figura 15).  

Hartmann et al. (2010) e Sadiq et al. (2011) encontraram uma redução de 50% do 

teor de clorofila-a nas algas Scenedesmus sp e Chlorella sp ao final do tempo de exposição 

de 72 horas nas concentrações de 16,12 mg L-1 e 21,20 mg L-1 de nano-TiO2. Metzeler et al. 

(2012) sugeriam que a concentração de clorofila-a nas células algais de Pseudokirchneriella 

subcapitata foi influenciada pela presença das nanopartículas. Com o aumento da turbidez e 

da adsorção dos nutrientes sobre a superfície das nanopartículas, houve inclusive uma 

diminuição da produção de alimento. Outro resultado encontrado por Iswarya et al. (2015) 

foi que as nano-TiO2 também podem produzir espécies reativas de oxigênio (ERO), 

influenciando no crescimento e, portanto, no conteúdo de clorofila das algas. 
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Figura 15. Valores da concentração de clorofila-a (µg mL-1) obtidos nas diferentes 

concentrações de nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2) testadas e no controle 

para o ensaio de toxicidade preliminar com a alga Pseudokirchneriella subcapitata, por um 

período de exposição de 96 horas. 

 

 

4.2.4. Determinação da densidade celular por contagem direta em microscópio óptico 

  

 

 Foi possível observar uma resposta de inibição da densidade celular das algas em 

relação ao aumento das concentrações de nano-TiO2 apenas em 72 horas (Figura 16). Para 

os demais períodos de tempo (24, 48 e 96 horas), foi possível observar um padrão irregular 

na concentração-resposta (Figura 16). Isso ocorreu devido à formação de agregados entre as 

células algais e de nano-TiO2, o que dificultou a contagem de células de uma forma acurada. 

Lin (2008) observou que a superfície das nano-TiO2 podem interagir 

eletrostaticamente com a parede celular das algas, fazendo com que as nanopartículas sejam 

adsorvidas pela parede celular da alga e, assim, formando também agregados entre as células 

algais e as nano-TiO2. Em valores de pH inferiores a 6,4, essa interação torna-se mais 

favorável do que em valores mais elevados de pH (Lin, 2008).  Os dados brutos relativos aos 

testes preliminares de toxicidade crônica com a clorofícea Pseudokirchneriella subcapitata 

expostas às nano-TiO2 podem ser encontrados no Apêndice B, Tabelas 1, 2, 3 e 4. 
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Figura 16. Valores da densidade algal (células por mL-1) obtidos nas diferentes 

concentrações de nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2) testadas e no controle 

para o ensaio de toxicidade preliminar da alga Pseudokirchneriella subcapitata com um 

período de exposição de 96 horas. 

 

 

4.3. Métodos empregados para a separação das células 

 

 

Não foi possível separar os agregados de células algais e de nanopartículas com o 

emprego dos métodos agitação em vórtex e banho ultrassônico e, por conseguinte, não foi 

possível quantificar a densidade celular das algas para esses casos. No método em que foi 

combinado o uso do quelante EDTA e do vórtex, além de não separar os agregados das 

células algais e das nanopartículas, também foi possível observar a perda de células por 

rompimento.  

O único método empregado, no qual foi possível obter a separação dos agregados das 

células algais e das nanopartículas, foi o método da lavagem com o quelante EDTA. O 

melhor resultado foi encontrado para o tempo total de 3 minutos de lavagem (três lavagens 

com uma duração de 1 minuto cada). Após a separação das células, foi possível estimar a 

densidade celular em até 72 horas após a lavagem com EDTA e a fixação das células com 

lugol, foi possível ainda encontrá-las sem a formação de agregados. Este método foi 

considerado o mais adequado para desagregação das células e obtenção da densidade celular 
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da alga Pseudokirchneriella subcapitata quando as células algais foram expostas à 

nanopartícula estudada. Este método foi utilizado no teste de toxicidade definitivo para a 

quantificação da densidade celular. Desta forma, é recomendado que este método seja 

utilizado na quantificação da densidade celular das algas em ensaios realizados com as nano-

TiO2, a fim de que este parâmetro seja obtido de uma forma acurada. 

 

 

4.4. Teste de toxicidade definitivo com a alga Pseudokirchneriella subcapitata 

 

 

Uma inibição do crescimento algal foi encontrada a partir da concentração de 64 mg 

L-1 de nano TiO2 para o período de exposição de 24 horas. Para os períodos de 48 e 72 horas 

de exposição, houve uma recuperação do crescimento, seguida por decréscimo para o 

período de exposição de 96 horas. A partir da concentração de 256 mg L-1, o crescimento 

das células algais foi inibido em relação ao controle para todos os períodos de exposição 

(F4,14 = 181,76, p < 0,001) (Figura 17). 

 

 

Figura 17.  Porcentagem do crescimento (média para três réplicas ± desvio-padrão) da alga 

Pseudokirchneriella subcapitata exposta a diferentes concentrações de nano-TiO2 em 24 

horas (A), 48 h (B), 72 h (C) e 96 h (D). O símbolo * refere-se a uma diferença significativa 

em relação ao controle (teste de Tukey, p ≤ 0,05). 
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Dentre as concentrações testadas, a maior concentração efetiva com efeito não 

observado (CENO) foi de 16 mg L-1, na qual nenhuma diferença significativa no crescimento 

foi observada em relação ao controle. Já a menor concentração efetiva com efeito observado 

(CEO) foi obtida na concentração de 64 mg L-1.  

A CI50 – 24 h estimada neste estudo para a alga Pseudokirchneriella subcapitata 

quando exposta às nano-TiO2 foi de 113,81 mg L-1, com um intervalo de confiança de 95% 

(IC 95%) entre 80,62 e 134,53 mg L-1. Após 48 horas de exposição, a CI50 foi de 246,03 mg 

L-1, com IC 95% entre 228,46 e 265,14 mg L-1. Em 72 horas, a CI50 foi de 262,74 mg L-1 de 

nano-TiO2, com IC 95% entre 237,87 e 279,08 mg L-1, enquanto que a CI50 - 96 h foi de 

201,22 mg L-1, sendo que o IC 95% situou-se entre 187,66 e 213,53 mg L-1. Essas 

concentrações de nanopartículas de titânio são bem mais elevadas do que aquelas 

encontradas em corpos de águas doces naturais, ou seja, concentrações que variam de 0,7 a 

16 µg L-1 (Mariano, 2014; Muller e Nowack, 2008).  

Vários estudos ecotoxicológicos que utilizaram a alga Pseudokirchneriella 

subcapitata como um organismo-teste na avaliação dos efeitos das nano-TiO2 são 

encontrados na literatura. Os resultados, em grande parte, foram bastante diversos, sendo 

encontrados valores de CI50 que variaram desde 2,53 até 241 mg L-1 de nano-TiO2 quando 

as microalgas foram expostas por um período de tempo de 72 horas (Arouja et al., 2009; 

Hartmann et al., 2010; Hund-Rinke et al., 2010; Lee e An, 2013).  

Baveye e Laba (2008) reportaram que pequenas alterações como, por exemplo, no 

pH ou na força iônica do meio de cultura algal, podem interferir na formação de tamanhos 

diferentes de agregados de nano-TiO2 e, por conseguinte, ter efeitos tóxicos distintos sobre 

as células algais. Neste trabalho, o pH no meio de cultivo das algas variou entre 7,5 (0 hora) 

a 8,2 (96 horas) (Tabela 2), uma variação inferior a uma unidade (ABNT, 2011).  Em seu 

trabalho, Lin (2008) relacionou as variações do pH com a capacidade da alga 

Pseudokirchneriella subcapitata adsorver as nano-TiO2 em sua parede celular. Segundo esse 

autor, no geral, a adsorção das nano-TiO2 aumenta com o aumento do pH até o valor máximo 

de pH de 6,9, diminuindo em seguida com o aumento do pH. Por exemplo, as células algais 

conseguiram captar as nano-TiO2 cerca de 1,23 vezes o seu próprio peso, quando o pH 

atingiu 4,2. Isso explicaria, em parte, os resultados tão distintos encontrados na literatura em 

relação à toxicidade das nano-TiO2 a esta espécie de alga verde.  
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Tabela 2. Valores de pH no controle e nos diferentes tratamentos (mg L-1) medidos a cada 

24 horas nos meios de cultura da alga Pseudokirchneriella subcapitata no teste de toxicidade 

definitivo.  

 

 24 h 48 h 72 h 96 h 

Controle 7,9 7,8 7,9 7,9 

16 8,2 8,0 8,0 8,2 

64 8,0 8,0 8,0 8,1 

256 8,0 8,0 8,0 8,2 

512 8,0 8,0 8,0 8,2 

 

 

 Hartmann et al. (2010) encontraram uma CI50 de 241 mg L-1 ao expor a clorofícea 

Pseudokirchneriella subcapitata às nano-TiO2 por 72 horas em combinação com uma fonte 

de luz ultravioleta. Este valor foi muito similar ao encontrado neste estudo. Por outro lado, 

Aruoja et al. (2009) encontraram uma CI50 - 72 h de 5,8 mg L-1, um valor muito menor do 

que aquele encontrado neste estudo. Diferentes tipos e tamanhos de partículas como também 

as diferentes metodologias utilizadas nos testes e os meios de ensaio, podem explicar as 

diferentes respostas das algas às nano-TiO2 (Hartmann et al., 2010; Kulacki e Cardinale, 

2012; Metzler et al., 2012).  

Comparando os resultados obtidos neste estudo com os resultados encontrados para 

outras espécies de algas verdes, Kulacki e Cardinale (2012) observaram uma inibição no 

crescimento da clorofícea Spirogyra communis e um estímulo no crescimento da clorofícea 

Stigeoclonium tenue, indicando que quanto maiores as concentrações de nano-TiO2, maiores 

seus efeitos positivos ou negativos de acordo com a espécie. Hund-Rinke e Simon (2006) 

encontraram, para a alga Desmodesmus subspicatus, uma CI50 – 72 h de 32 mg L-1, quando 

as células algais foram expostas a nano-TiO2 de aproximadamente 25 nm de diâmetro. Sadiq 

et al. (2011) observaram um efeito inibidor para duas espécies de alga verde durante 

exposições de 72 horas de duração, sendo a CI50 de 16,12 mg L-1 para a Chlorella sp. e CI50 

de 21,2 mg L-1 para a Scenedesmus sp. Para a microalga marinha Dunaliella tertiolecta, uma 

CI50 - 96 h de 24,10 mg L-1 das nano-TiO2 dispersas em água do mar foi encontrada. Portanto, 

devido aos diferentes valores de CI50 (72 horas ou 96 horas), podemos dizer que, dentre as 

espécies de microalga estudadas, Pseudokirchneriella subcapitata foi a menos sensível às 

nano-TiO2. 
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4.5.  Ensaio de viabilidade celular no teste de toxicidade definitivo com a alga 

Pseudokirchneriella subcapitata 

 

 

Nos ensaios de viabilidade celular, somente as células que foram expostas às 

concentrações de 16 e 64 mg L-1 de nano-TiO2 permaneceram viáveis. Para as concentrações 

de 256 e 512 mg L-1 de nano-TiO2, não houve crescimento das células, o que demonstra que 

as nano-TiO2 tiveram um efeito algicida nestas concentrações. Iswarya et al. (2015) e 

Navarro et al. (2008) em seus estudos confirmaram a diminuição da viabilidade celular, 

sendo que a toxicidade das nano-TiO2 foi condicionada pelo tempo de exposição. Também, 

a estabilidade da membrana celular das algas pode ser afetada pela presença das nano-TiO2, 

causando como consequência a sua ruptura e levando à morte celular (Elsaesser e Howard, 

2012). 

 

 

4.6. Quantificação das nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2) nos meios de 

ensaio   

 

 

4.6.1. Para o ensaio de toxicidade definitivo com a alga 

 

 

 A quantificação das concentrações testadas de nano-TiO2 mostrou que as 

concentrações reais foram próximas as concentrações nominais esperadas (99 a 105%). 

Assim, todas as concentrações foram relatadas como concentrações nominais.  

A concentração do metal particulado foi sempre maior quando comparada com a 

concentração do metal dissolvido, tanto no início do ensaio (0 hora) quanto ao final de 96 

horas de exposição. Após 96 horas, houve um aumento da concentração do titânio na sua 

forma dissolvida (Tabela 3). Portanto, as nano-TiO2 sofreram ionização, aumentando a 

concentração de íons de titânio no meio de cultivo da alga, apesar de se ter relatos que as 

nano-TiO2 são difíceis de ionizar (Jacobasch et al., 2014). Os dados brutos referentes a 

quantificação das nano-TiO2 no teste de toxicidade definitivo podem ser encontrados no 

Apêndice C, Tabela 1. 
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Tabela 3. Valores das concentrações nominais e reais (total, particulado e dissolvido e 

porcentagem de variação entre as concentrações nominais e reais) para todas as 

concentrações testadas de nanopartículas de dióxido de titânio (mg L-1) no início (0 hora) e 

no final (96 horas) do teste de toxicidade definitivo com a alga Pseudokirchneriella 

subcapitata. 

 

Início do teste (0 h)     

Concentração 

nominal Concentração real 

Variação 

(%) 

  Total Particulado Dissolvido  

0 0 0 0 0 

16 16,8 16,0 0,8 105,0 

64 65,3 64,5 0,8 102,0 

256 256,3 255,5 0,9 100,1 

512 514,6 513,8 0,8 100,5 

Final do teste (96 h)         

Concentração 

nominal Concentração real 

Variação 

(%) 

  Total Particulado Dissolvido   

0 0 0 0 0 

16 15,8 11,0 4,8 99,0 

64 63,9 44,9 19,0 99,8 

256 255,3 178,7 76,6 99,7 

512 509,6 352,2 157,4 99,5 

 

 

4.6.2. Para o ensaio de contaminação das algas 

 

 

A quantificação da concentração do metal particulado foi feita com o objetivo 

mensurar a concentração de nano-TiO2 no interior da célula e na parede celular da clorofícea 

Pseudokirchneriella subcapitata após passarem pelo processo de uma lavagem e três 

lavagens com o quelante EDTA. Após 96 horas de exposição, foi observado que as nano-

TiO2 ficaram aderidas na parede celular da clorofícea, uma vez que com o processo de três 

lavagens todo o metal foi perdido, por isso, para os ensaios de contaminação das algas, a 

lavagem com o quelante EDTA foi feita uma única vez (Tabela 4). Dalai et al. (2014) ao 

exporem as células algais de Scenedesmus obliquus às nano-TiO2 também realizaram o 
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procedimento de lavagem, no mínimo três vezes, após 48 horas de exposição com o mesmo 

objetivo deste estudo, o que acarretou uma baixa toxicidade para o cladócero Daphnia 

magna, não sendo alcançado 50% de mortalidade. Provavelmente, isso aconteceu devido à 

perda das nano-TiO2 que ficaram aderidas à parede celular da alga. Os dados brutos 

referentes a quantificação das nano-TiO2 no teste de contaminação da alga 

Pseudokirchneriella subcapitata podem ser encontrados no Apêndice C, Tabela 2. 

 

 

Tabela 4 . Valores médios das concentrações de titânio particulado após o processo de uma 

e três lavagens no teste de contaminação da alga Pseudokirchneriella subcapitata. 

  

Titânio Particulado mg L-1 (96 h) 

Concentração 

Nominal 

Lavagem 

1 x 

Variação 

(%) para 

lavagem 1 x 

Lavagem 

3 x 

Variação 

(%) para 

lavagem 3 x 

0 0,000 0 0,000 0 

0,01 0,020 200 0,000 0 

1 1,078 107,8 0,000 0 

10 10,389 103,9 0,000 0 

 

 

4.7. Teste de sensibilidade com o cladócero Ceriodaphnia silvestrii 

 

 

Os valores de CE50 - 48 h dos testes de sensibilidade com o cloreto de sódio (NaCl) 

para o organismo-teste Ceriodaphnia silvestrii ficaram dentro dos limites inferior e superior 

da carta controle determinada neste estudo, i.e., 1,00 a 1,48 g L-1, indicando que os 

organismos estavam saudáveis para serem utilizados nos testes de toxicidade aguda e crônica 

(Tabela 5).  

Takenaka (2007) determinou para o mesmo organismo-teste uma faixa de 

sensibilidade de 0,76 - 1,46 g L-1 com o cloreto de sódio (NaCl), enquanto que Machado et 

al. (2009) obtiveram uma faixa de sensibilidade de 1,22 – 1,52 g L-1. Tais valores são muito 

semelhantes aos encontrados neste estudo, o que comprova que os indivíduos de 

Ceriodaphnia silvestrii estavam aptos para os ensaios de toxicidade (Figura 18). 
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Os dados brutos relativos aos testes de sensibilidade com o cloreto de sódio (NaCl) 

para o cladócero Ceriodaphnia silvestrii se encontram no Apêndice E, Tabelas 1, 2, 3, 4, 5 

e 6. 

 

 

Tabela 5. Valores de CE50 - 48 h e respectivos intervalos de confiança, desvio-padrão, 

coeficiente de variação e da sensibilidade do organismo-teste Ceriodaphnia silvestrii para a 

substância de referência cloreto de sódio (NaCl), em seis ensaios de toxicidade. 

 

Números de ensaio CE50 (48h) 

  IC g L-1 

1 1,18 (1,15 - 1,21) 

2 1,13 (1,11 - 1,15) 

3 1,27 (1,15 - 1,41) 

4 1,29 (1,24 - 1,34) 

5 1,15 (1,04 - 1,27) 

6 1,44 (1,39 - 1,49) 

Média g L-1 1,24 

Desvio Padrão 0,12 

Coeficiente de Variação (%) 9,68 

Faixa de Sensibilidade g L-1 1,00 – 1,48 

 

 

 

 

Figura 18.  Faixa de sensibilidade do cladócero Ceriodaphnia silvestrii ao cloreto de sódio 

(NaCl). Concentração de Efeito (CE50), Tendencia Central (TC), Limite Superior (LS) e 

Limite Inferior (LI). 
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4.8. Teste de toxicidade aguda com as nano-TiO2 utilizando o cladócero Ceriodaphnia 

silvestrii como organismo-teste 

 

 

De acordo com os testes de toxicidade preliminares (Apêndice F, tabelas 1 e 2), foi 

determinada uma ampla faixa de concentrações entre 6,25 a 1600 mg L-1 para a realização 

dos testes definitivos. As concentrações estabelecidas para os testes definitivos foram: 6,25; 

12,5; 25; 50; 100; 200; 400; 800 e 1600 mg L-1. O pH, a dureza, a concentração de oxigênio 

dissolvido e a temperatura das soluções testadas não apresentaram diferenças observadas nos 

intervalos de tempo testados. Portanto, não foram essas variáveis físicas e químicas da água 

que afetaram a sobrevivência dos organismos-teste. Nos testes agudos definitivos, os valores 

iniciais e finais de pH variaram de 7,00 a 8,53, a dureza ficou entre 40 a 43 mgCaCO3 L
-1, a 

amplitude de variação do oxigênio dissolvido foi de 7,42 a 8,11 e a temperatura ficou dentro 

da faixa estabelecida pela ABNT (2010) de 25º C ± 1ºC. 

Para os quatro testes de toxicidade aguda, os valores de CE50 foram: 96,59; 84,20; 

48,70 e 80,80 mg L-1, respectivamente (Tabela 6). Nos controles, para todos os testes durante 

o período de exposição, não foi observada a ocorrência de mais de 10% de organismos 

imóveis, sendo os mesmos, portanto, considerados válidos. Até a concentração de 25 mg L-

1, menos de 10% dos organismos ficaram imóveis, enquanto que a partir da concentração de 

50 mg L-1, em média, mais de 30% dos organismos ficaram imóveis no final das 48 h de 

exposição. Na concentração de 400 mg L-1, 95% dos organismos ficaram imóveis e, a partir 

da concentração de 800 mg L-1, 100% dos organismos ficaram imóveis (Figura 19). Os dados 

brutos relativos aos testes definitivos de toxicidade aguda com o cladócero Ceriodaphnia 

silvestrii se encontram no Apêndice G, Tabelas 1, 2, 3 e 4. 
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Tabela 6. Valores de CE50 - 48 h das nanopartículas de dióxido de titânio, e seus respectivos 

intervalos de confiança, para o cladócero Ceriodaphnia silvestrii em testes de toxicidade 

aguda.  

 

Números de Ensaio CE50 (48h) 

  IC mg L-1 

1 96,59 (74,29 - 125,60) 

2 84,20 (61,80 - 114,40) 

3     48,70 (39,98 - 57,42) 

4     80,80 (74,66 – 86,94) 

Média mg L-1     77,57 

Desvio Padrão     20,41 

Coeficiente de Variação (%)     26,31 

  

 

 

Zhu et al. (2009 a) encontraram 100% de imobilidade para Daphnia magna em 48 

horas de exposição com nano-TiO2 a partir da concentração de 500 mg L-1. Wang et al. 

(2011), para a espécie Ceriodaphnia dubia, não encontraram nenhuma toxicidade com as 

nano-TiO2 em concentrações inferiores a 400 mg L-1 em 96 horas de exposição. Já Clément 

et al. (2013) obtiveram 100% de organismos imóveis de Daphnia magna na concentração 

de 100 mg L-1, bem abaixo dos encontrados neste estudo. Assim como Lovern e Klaper 

(2006) encontraram em seu estudo para Daphnia magna uma porcentagem baixa de 

organismos-imóveis (9%) na concentração de 500 mg L-1 em exposição com nano-TiO2 

sonicadas em água destilada e seus dados indicaram também, uma maior toxicidade CL50 - 

48 h de 5,5 mg L-1 de nano-TiO2 previamente filtrada (tetrahidrofurano).   

Para outra espécie de crustáceo, o Thamnocephalus platyurus, Heinlaan et al. (2008) 

não encontraram nenhuma toxicidade para a concentração de 20 g L-1 em 72 horas de 

exposição, mas eles encontraram uma mortalidade de 60% para Daphnia magna para a 

mesma concentração em 48 horas de exposição.  

Os resultados encontrados neste estudo demonstraram um aumento na toxicidade 

aguda com o aumento das concentrações de nano-TiO2 testadas (Figura 19). Zhu et al. (2009 

a) também encontraram uma relação entre o aumento na toxicidade aguda para a Daphnia 

magna com o aumento gradual das concentrações testadas.  Isso pode ser explicado pelo 
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aumento no gasto energético sofrido por esses organismos para a manutenção da vida, que 

aumenta proporcionalmente com o aumento da concentração de nano-TiO2 (Li et al., 2011).  

 

 

 

Figura 19. Média das porcentagens (± desvio-padrão) de organismos imóveis do cladócero 

Ceriodaphnia silvestrii durante os quatro testes de toxicidade aguda definitivos com as 

nanopartículas de dióxido de titânio após 48 horas de exposição. 

 

Variações nos resultados em testes de toxicidade aguda com nano-TiO2 podem ser 

influenciados por procedimentos divergentes no preparo da solução-teste, a duração do 

tempo de exposição, o tamanho e a forma alotrópica das nano-TiO2 que causam uma 

variabilidade nos valores de CE50 encontrados na literatura para diferentes organismos 

aquáticos (Clément et al., 2013; Griffitt et al., 2008; Zhu et al., 2009 a; 2010 a). Para Baveye 

e Laba (2008) e Li et al. (2011) a capacidade de agregação das nano-TiO2 também podem 

induzir a sua toxicidade, e, consequentemente, acarretar efeitos biológicos específicos para 

cada organismo-teste. 

Para os testes de toxicidade aguda com nano-TiO2, a maioria dos estudos encontrados 

na literatura utilizaram como organismos-teste os cladóceros. Isso ocorre porque tais 

organismos são filtradores podendo ser mais suscetíveis a exposição de nanomateriais do 

que outros organismos (Griffitt et al., 2008) (Tabela 7). A falta de parâmetros metodológicos 

e a inconsistência de dados disponíveis até o momento impendem uma comparação 

avaliativa significativa, reforçando a necessidade de estudos ecotoxicológicos adicionais e a 
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caracterização físico-química que possam garantir a consistência dos resultados (Lin et al., 

2014). 

 

Tabela 7. Valores de CE/CL50 para as nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2) para 

diversas espécies de cladóceros e outros organismos copilados da literatura, e comparados 

com o valor obtido no presente estudo para o cladócero Ceriodaphnia silvestrii. 

Espécies de Cladóceros 

Organismos-teste Resultados mg L-1 Comentários Autores 

Ceriodaphnia silvestrii CE50 - 48 h: 77,57 Solução-teste água reconstituída Presente estudo 

 

 

Daphnia magna CE50 - 72 h: 1,62 Solução-teste água reconstituída Zhu et al. (2010 b) 

 

 

 

Daphnia magna CE50 - 48 h: 3,40 

Água de rio depois da exposição à 

radiação UV-A Amiano et al. (2012) 

 

 

Daphnia magna CE50 - 72 h: 3,44 Solução-teste água reconstituída Clément et al. (2013) 

 

 

Daphnia magna CE50 - 72 h: 3,80 Meio de teste do protocolo ISO Dabrunz et al. (2011) 

 

 

Daphnia magna CE50 - 48 h: 5,50 

Solução-estoque feita com o 

solvente tetrahidrofuran e água 

Milli-Q. O solvente foi evaporado. 

Lovern e Klaper et al. 

(2006) 

 

 

Daphnia magna CE50 - 48 h: 35,30 Solução-teste água reconstituída. Zhu et al. (2009 a) 

 

 

Daphnia magna CE50 - 48 h: > 100 

 Meio de teste água superficial do 

rio Selz, Alemanha. Wiench et al. (2009) 

 

 

Daphnia magna CE50 - 48 h: 134,7 Solução-teste água reconstituída. Clément et al. (2013) 

 

 

 

 

Ceriodaphnia dubia CL50 - 48 h: > 10 

Solução-teste água doce 

moderadamente dura da 

Universidade da Florida. Griffitt et al. (2008) 

 

 

Ceriodaphnia dubia CE50 - 48 h: 33,65 

Meio de teste água do lago Vit, 

Vellore, Índia.  Dalai et al. (2013) 

 

 

 

Ceriodaphnia dubia CE50 - 24 h: 204,3           

O autor não especificou o meio de 

ensaio.             Huang et al. (2005) 

 

 

 

Daphnia similis CE50 - 48 h: 56, 90 

 

Meio de teste do protocolo ISO. Marcone et al. (2012) 

 

 

 

Thamnocephalus platyurus CE50 - 72 h: >2000 Solução-teste água reconstituída. Heinlaan et al. (2008) 

 

 

 

Daphnia pulex CL50 - 48 h: > 10 

Solução-teste água doce 

moderadamente dura da 

Universidade da Florida. Griffitt et al. (2008) 

Continua...    
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Continuação Tabela 7. 

 

 

Para outras espécies 

Organismos-teste Resultados mg L-1 Comentários Autores 

Vibrio fischeri (bactéria) CE50 - 72h: >20000 
Solução-teste em meio ágar com 

uma solução de 2% de NaCl. Heinlaan et al. (2008) 

 

 

 

 

Danio rerio (peixe) 

 
 
 
CL50 - 48H: > 10 

 

 

Solução-teste água doce 

moderadamente dura da 

Universidade da Florida. 

 

 

 

Griffitt et al. (2008) 

 
 
 
Escherichia coli (bactéria) CL50 -  3h: 163 

Meio de teste Luria Bertani e água 

ultra-pura. Lin et al. (2014) 

 

 

Brachionus plicatilis (rotífero) CE50 - 48 h: 107,4 
Solução-teste água do mar 
sintética (OECD, 1984). Clément et al. (2013) 

 

 

Phalodactylum tricornutum  

(diatomácea) CE50 - 72 h: 14,30 
Meio de cultivo do Kit Marine 
AlgalTox. Clément et al. (2013) 

 

 

4.9. Teste de toxicidade crônica das nano-TiO2 com o cladócero Ceriodaphnia silvestrii 

 

 

A partir dos testes de toxicidade com a alga Pseudokirchneriella subcapitata e o 

cladócero Ceriodaphnia silvestrii, para os ensaios de toxicidade crônica com o cladócero 

Ceriodaphnia silvestrii, foram estabelecidas concentrações que não afetassem sua 

sobrevivência quando a microalga contaminada fosse fornecida como alimento para o 

cladócero. Essas concentrações foram: 0; 0,01; 1 e 10 mg L-1 de nano-TiO2. Durante os três 

testes com a Ceriodaphnia silvestrii, apenas no teste de número dois foi verificada a 

mortalidade de 20% das fêmeas adultas no controle, enquanto que no teste de número 1 e 3, 

nenhuma mortalidade ocorreu.  

As variáveis pH, dureza, concentração de oxigênio dissolvido e a temperatura não 

variaram entre o início e o final dos testes de toxicidade. Os valores iniciais de pH variaram 

de 7,0 a 8,5, a dureza ficou entre 38 a 46 mgCaCO3 L
-1, a amplitude de variação do oxigênio 

dissolvido foi de 6,08 a 8,39 e a temperatura ficou dentro da faixa estabelecida pela ABNT 

(2010) de 25º C ± 1ºC. Os resultados das variáveis físicas e químicas estão no apêndice H 

nas Tabelas 1, 2 e 3. 
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4.9.1. Comprimento corporal 

 

 

Os resultados do comprimento corporal obtidos antes da exposição às nano-TiO2 

mostraram que os organismos de Ceriodaphnia silvestrii tinham o mesmo comprimento 

corporal (F3,35 = 1,20; p = 0,32) para os diferentes tratamentos e para o controle. Após a 

exposição às nano-TiO2, houve uma redução significativa do comprimento corporal dos 

organismos expostos as concentrações de 1 e 10 mg L-1 quando comparados com o controle 

(F3,35 = 5,85; p = 0,003) (Figura 20). Os dados brutos relativos ao comprimento corporal do 

cladócero Ceriodaphnia silvestrii no teste de toxicidade crônica com as nano-TiO2 podem 

ser encontrados no Apêndice H, Tabelas 4, 5 e 6. 

 A diminuição significativa do comprimento corporal nas concentrações de 1 e 10 

mg L-1 também foi observada por Fouqueray et al. (2012) ao expor o cladócero Daphnia 

magna e a clorofícea Pseudokirchneriella subcapitata contaminada com nano-TiO2 contida 

em protetores solares, isto é, nano-TiO2 revestidas com hidróxido de alumínio - Al (OH)3. 

Dalai et al. (2014) também observaram uma redução significativa no comprimento corporal 

comparado ao controle, quando os indivíduos de Ceriodaphnia dubia foram alimentados 

com a clorofícea Scenedesmus obliquus em concentrações menores que as utilizadas neste 

estudo: 0,05, 0,5 e 5 µg mL-1 (0,00005, 0,0005 e 0,005 mg L-1). Li et al. (2011) observaram 

que houve uma redução no comprimento corporal dos indivíduos de Ceriodaphnia dubia 

quando eles foram expostos às nano-TiO2 por via cutânea (por meio da água) a uma 

concentração 100 vezes maior (100 mg L-1) do que aquela utilizada nesse estudo (1 mg L-1) 

por uma via de exposição diferente (via alimentar). Isso demonstrou que a via de exposição 

é um importante fator para a medição da toxicidade das nano-TiO2 para a espécie C. dubia, 

na qual a via alimentar foi bem mais tóxica do que por via cutânea. Fouqueray et al. (2012) 

destacaram que a exposição dos cladóceros às nano-TiO2 por via alimentar pode ser uma 

forma bem mais tóxica para os organismos devido ao aumento da biodisponibilidade do 

metal. 

 Uma consequência para um comprimento corporal menor nos cladóceros é que o 

comprimento corporal está estritamente relacionado com a capacidade de reprodução do 

organismo. Segundo Green (1956), existe um comprimento corporal mínimo no qual os 

cladóceros precisam atingir para que eles possam produzir ovos. Além disso, quanto menor 

o comprimento corporal, menos ovos são capazes de serem depositados na câmara de 

incubação do organismo e, consequentemente, menos neonatas podem nascer (Green, 1956). 

Para Zhu et al. (2010 b), outro fator complicador se refere ao acúmulo de nano-TiO2 no 
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interior do corpo dos dafinídeos devido à dificuldade de eliminação dessas nanopartículas, 

aumentando sua bioconcentração nos organismos ao longo do tempo, interferindo na 

ingestão de alimentos que, consequentemente, acabam afetando seu crescimento e sua 

reprodução.  

 Após os sete dias de exposição às nano-TiO2, os valores de CENO e CEO para o 

parâmetro comprimento corporal foram de 0,01 e 1 mg L-1, respectivamente. No estudo de 

Dalai et al. (2014) com o cladócero Ceriodaphnia dubia via dieta alimentar, foi possível 

observar uma diminuição do comprimento corporal a partir da menor concentração testada 

que foi de 0,05 µg mL-1. Assim como no estudo de Li et al. (2012) para a mesma espécie, 

via água, na concentração de 5 mg L-1 foi observado uma redução do comprimento corporal. 

Valores diferentes dos encontrados neste estudo são compreensíveis uma vez que cada 

organismo-teste responde de maneira diferente a toxicidade das nano-TiO2.  

 

 

 

 

Figura 20. Comprimento corporal médio de Ceriodaphnia silvestrii antes da exposição e 

depois da exposição às nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2) para as três 

concentrações testadas. Os asteriscos (*) representam diferenças significativas em relação 

ao controle (teste de Tukey, p < 0,05). 
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4.9.2. Sobrevivência 

 

 

A porcentagem média de sobrevivência para os três testes com a Ceriodaphnia 

silvestrii exposta às nano-TiO2 evidenciaram que existiu uma diferença significativa entre a 

sobrevivência dos organismos para as três concentrações testadas quando comparadas com 

o controle (F3,11 = 43,33; p < 0,001) (Figura 21). Neste estudo, a porcentagem de 

mortalidade média para os três testes realizados foi de 13,3% no controle, 33,3% na 

concentração de 0,01 mg L-1, 60% na concentração de 1 mg L-1 e 73,3% na concentração de 

10 mg L-1. Os dados brutos relativos a sobrevivência do cladócero Ceriodaphnia silvestrii 

no teste de toxicidade crônica com as nano-TiO2 podem ser observados no Apêndice H, 

tabelas 7, 8 e 9. 

 Diferentemente desses resultados, Fouqueray et al. (2012) encontraram uma 

mortalidade menor (30 a 40%) para o cladócero Daphnia magna alimentado com alga 

contaminada nas concentrações de 0,1; 1 e 10 mg L-1. Dalai et al. (2014) também observaram 

uma mortalidade muito menor dos encontrados neste estudo, para o mesmo gênero, 

Ceriodaphnia dubia, com destaque para a concentração de 0,5 µg mL -1 que em 7 e 15 dias 

de exposição obtiveram cerca de 20% e 40% dos organismos mortos respectivamente, não 

apresentando nenhuma mortalidade após esse período durante os 21 dias de teste crônico.  

Esses dados discrepantes encontrados para o mesmo gênero são aceitáveis, uma vez que nem 

todos os organismos apresentam a mesma tolerância para as nano-TiO2 e a especificidade 

dos organismos deve ser considerada para a etapa de avaliação de risco com essas 

nanopartículas (Hall et al., 2009).  Segundo Klerks e Weis (1987) a tolerância a uma 

determinada substância química pode ocorrer através da seleção natural devido a adaptações 

genéticas ou por situações fisiológicas (aclimatação) onde os organismos tem contato com 

concentrações subletais. 

 Neste estudo o valor de CENO para o parâmetro sobrevivência no teste de toxicidade 

crônica com as nano-TiO2 com o cladócero Ceriodaphnia silvestrii não pode ser obtido, 

enquanto que o valor CEO para o mesmo parâmetro avaliado foi de 0,01 mg L-1. No estudo 

de Fouqueray et al. (2012), no qual os organismos de Daphnia magna foram expostos às 

nanopartículas de TiO2 pela mesma via de exposição utilizada neste estudo (via alimento 

contaminado), foi possível observar que o valor de CEO foi de 0,1 mg L-1 de nano-TiO2, um 

valor dez vezes maior do que aquele encontrado no presente estudo. Em relação à via de 

exposição cutânea, no qual os organismos foram expostos às nano-TiO2 por meio do contato 

da epiderme e das superfícies respiratórias com a água ao seu redor, os valores de CEO para 
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a sobrevivência de Daphnia magna, obtidos por Zhu et al. (2009 b) e por Wiench et al. 

(2009) foram, respectivamente, 100 (um valor de CEO de 1 mg L-1) a 10000 vezes (um valor 

de CEO de 100 mg L-1) maiores do que aquele encontrado nesse estudo (valor de CEO de 

0,01 mg L-1). Para este parâmetro, a espécie Ceriodaphnia silvestrii, neste estudo, se mostrou 

mais sensível às nano-TiO2 do que o cladócero Daphnia magna, independente da via de 

exposição.  

 

 

 

Figura 21. Média da porcentagem de sobrevivência do cladócero Ceriodaphnia silvestrii 

quando exposto as nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2) no teste de toxicidade 

crônica. Os asteriscos (*) representam diferenças significativas em relação ao controle (teste 

de Tukey, p<0,05). 

 

 

4.9.3. Número total de ovos produzidos pelas fêmeas 

 

 

Os valores médios de ovos produzidas por fêmeas vivas durante os três testes de 

toxicidade crônica foram 25,3; 23,2; 19,5 e 17,9 para o controle e as concentrações de 0,01; 

1,0 e 10 mg L-1, respectivamente. Foi possível observar um efeito tóxico sobre a produção 
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total de ovos produzidos por fêmea nas concentrações de 1 e 10 mg L-1(Figura 22). Os dados 

brutos relativos ao número total de ovos produzidos por fêmeas vivas do cladócero 

Ceriodaphnia silvestrii no teste de toxicidade crônica com as nano-TiO2 podem ser 

observados no Apêndice H, tabelas 10, 11 e 12. 

Os valores de CENO e CEO para o total de ovos produzidos por fêmeas vivas do 

cladócero Ceriodaphnia silvestrii no teste de toxicidade crônica com as nano-TiO2 foram 

0,01 e 1 mg L-1, respectivamente.   

 

 

 

Figura 22. Número médio de ovos produzidos por fêmea de Ceriodaphnia silvestrii quando 

submetidas ao teste de toxicidade crônica com as nanopartículas de dióxido de titânio. Os 

asteriscos (*) representam diferenças significativas em relação ao controle (teste de Tukey, 

p < 0,05). 
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de busca titanium dioxide nanoparticles and chronic toxicity, onde o número de publicações 

passou de 7 em 2005 para 122 em 2015 (Tabela 8). 

 

 

Tabela 8. Número de trabalhos publicados envolvendo nanopartículas de dióxido de 

titânio e sua toxicidade crônica. 

 

 

Ano de publicação 

Número de trabalhos 

publicados 

2005 7 

2007 20 

2009 41 

2011 70 

2013 80 

2015 122 

 

 

4.9.4. Número de neonatas produzidas por fêmea 

 

 

O número médio de neonatas produzidas por fêmea para o controle e demais 

tratamentos foram: 20,31; 18,75; 14,17 e 14,25. Ocorreram diferenças significativas em 

relação ao número médio de neonatas produzidas pelas fêmeas ao longo dos três testes de 

toxicidade crônica (F3,65 = 12,87; p < 0,001) nas concentrações de 1 e 10 mg L-1. Nessas 

concentrações, o número médio de neonatas por fêmea foi significantemente menor quando 

comparada com o controle, uma vez as perdas no número médio de neonatas produzidas 

quando comparadas com o controle foram 7,68%, 30,23% e 29,84% (Figura 23).  

Quanto ao desenvolvimento dos ovos, para o controle, 80,3% dos ovos produzidos 

foram eclodidos em neonatas nascidas vivas e para as concentrações-teste de 0,01; 1 e 10 

mg L-1 de nano-TiO2, as porcentagens foram de 80,8, 72,7 e 79,6%, respectivamente. Uma 

vez que as porcentagens de eclosão foram muito semelhantes entre si, pode-se concluir que 

não houve nenhuma interferência das nano-TiO2 sobre o desenvolvimento normal dos ovos. 

Os dados brutos relativos ao número de neonatas produzidas por fêmea do cladócero 



81 
 

Ceriodaphnia silvestrii no teste de toxicidade crônica com as nano-TiO2 podem ser 

observados no Apêndice H, tabelas 13, 14 e 15. 

 Para o número de neonatas vivas de Daphnia magna, Fouqueray et al. (2012) 

obtiveram uma diminuição significativa de 40% para a concentração de 0,1 mg L-1 e 74% 

para a concentração de 10 mg L-1. Dalai et al. (2014) observaram uma diminuição no número 

de neonatas produzidos por fêmea de 44% em relação ao controle para a concentração de 

0,5 µg mL-1, sugerindo um impacto negativo das nano-TiO2 na produção de neonatas de 

Ceriodaphnia dubia. 

Para Handy et al. (2005), existe uma dificuldade na interpretação dos resultados com 

experimentos feitos com metal via dieta alimentar, pois muitos princípios fundamentais em 

Ecotoxicologia são decorrentes de estudos que utilizam a via água como exposição e com 

experimentos via dieta alimentar os processos de interpretação podem ser diferentes. 

Segundo esses autores, as espécies sensíveis podem apresentar efeitos tóxicos diferentes 

dependendo da via de exposição (via dieta alimentar ou via água) e os parâmetros 

experimentais analisados endpoints pertinentes para via água podem não ser os mesmos 

apropriados para uma outra via de exposição. Nesse sentido, a biodisponibilidade do metal 

e seus processos físicos e químicos se comportam de maneira diferente dependendo da via 

de exposição.  

  Os valores de CENO e CEO para o número de neonatas produzidas por fêmea foram 

0,01 e 1 mg L-1 respectivamente. Já Wiench et al. (2009) encontraram valores de CENO e 

CEO de 3 e 10 mg L-1 para Daphnia magna utilizando como via de exposição a água. Por 

isso, esse estudo indica que os efeitos tóxicos analisados via dieta alimentar são uma via 

importante de toxicidade para os cladóceros, além daquela dada pela via de exposição por 

contato. 
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Figura 23.  Número médio de neonatas produzidas por fêmea de Ceriodaphnia silvestrii 

quando submetidas ao teste de toxicidade crônica com as nanopartículas de dióxido de titânio 

(nano-TiO2). Os asteriscos (*) representam diferenças significativas em relação ao controle 

(teste de Tukey). 
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5. CONCLUSÕES 

 

 

Os diferentes métodos empregados (absorbância, fluorescência, clorofila-a e 

contagem em microscópio óptico) para a quantificação da densidade celular da alga 

Pseudokirchneriella subcapitata no ensaio preliminar de toxicidade não foram capazes de 

determinar acuradamente a taxa de crescimento populacional obtido durante o período do 

ensaio. Isso ocorreu devido à agregação entre as células das algas e as nano-TiO2 e a 

característica das nanopartículas de espalharem a luz quando as leituras são feitas por 

métodos de espectrometria.  

O uso do quelante EDTA por três lavagens, com duração de 1 minuto para cada 

lavagem, mostrou-se um método eficiente para a desagregação das células algais e 

possibilitou que elas pudessem ser contadas diretamente em hemocitômetro. Portanto, 

recomenda-se que este método seja utilizado na quantificação da densidade celular das algas 

em ensaios realizados com as nano-TiO2, a fim de que este parâmetro seja obtido da forma 

mais acurada possível.  

Em relação à toxicidade das nano-TiO2 para a alga Pseudokirchneriella subcapitata, 

essa espécie foi menos sensível quando comparada com outras espécies de algas, sendo 

afetada em concentrações acima daquelas normalmente encontradas em ambientes aquáticos 

naturais.  

Para o cladócero Ceriodaphnia silvestrii no teste de toxicidade crônica foi observado 

diminuição significativa do comprimento corporal dos indivíduos nas concentrações de 1 e 

10 mg L-1.O efeito de maior toxicidade das nano-TiO2 neste estudo, foi observado para o 

parâmetro sobrevivência do cladócero Ceriodaphnia silvestrii, enquanto que para o 

parâmetro produção de neonatas, foi observado uma redução de aproximadamente 25%  nas 

concentrações de 1 e 10 mg L-1  o que pode afetar a viabilidade dessa espécie ao longo do 

tempo em um ambiente com essas concentrações de nano-TiO2.   Portanto, a via de exposição 

foi um fator determinante da toxicidade para a substância em específico. 
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6. RECOMENDAÇÕES 

 

 

 Estudos ecotoxicológicos das nano-TiO2 com cladóceros nativos, utilizando outras 

vias de exposição devem ser realizados com o objetivo de estabelecer parâmetros que 

indicam toxicidade. 

 

 Mais trabalhos sobre a concentração das nano-TiO2 em ambientes aquáticos 

brasileiros necessitam ser realizados para a implementação de um sistema de controle de seu 

uso e disposição nesses ambientes. 

 

 Realização de atividades socioeducativas que incentivem mudanças de 

comportamento, minimizando o consumo de alguns produtos que contenham as nano-TiO2 

em sua fabricação. 
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APÊNDICE A 

 

 

Dados brutos relativos a caracterização das nanopartículas de dióxido de titânio 

(nano-TiO2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



102 
 

Tabela 1. Dados brutos referente a caracterização das nanopartículas de dióxido de titânio 

(nano-TiO2) no meio de ensaio. 

 

Caracterização das nano-TiO2 no meio de ensaio 

Período de teste: 27/03/2015 a 30/03/2015    Solução-teste: nano-TiO2  

Absorbância 

  0 h 24 h 48 h 72 h 96 h 

λ          

400 0,036 0,034 0,035 0,036 0,042 

410 0,035 0,033 0,034 0,035 0,041 

420 0,034 0,033 0,033 0,034 0,040 

430 0,034 0,034 0,034 0,035 0,038 

440 0,034 0,034 0,033 0,034 0,038 

450 0,033 0,033 0,033 0,033 0,037 

460 0,032 0,033 0,036 0,036 0,038 

470 0,031 0,033 0,035 0,035 0,037 

480 0,031 0,032 0,034 0,034 0,036 

490 0,030 0,034 0,036 0,036 0,036 

500 0,029 0,033 0,035 0,035 0,035 

510 0,028 0,032 0,034 0,034 0,034 

520 0,028 0,032 0,033 0,033 0,033 

530 0,026 0,032 0,032 0,032 0,033 

540 0,025 0,032 0,031 0,031 0,032 

550 0,025 0,032 0,032 0,031 0,031 

560 0,025 0,032 0,031 0,031 0,031 

570 0,025 0,033 0,031 0,031 0,031 

580 0,024 0,030 0,032 0,030 0,030 

590 0,023 0,029 0,031 0,029 0,029 

600 0,023 0,029 0,031 0,028 0,028 

610 0,022 0,026 0,031 0,028 0,028 

620 0,022 0,026 0,030 0,028 0,028 

630 0,022 0,025 0,029 0,028 0,027 

640 0,022 0,025 0,030 0,025 0,026 

650 0,021 0,025 0,030 0,024 0,026 

660 0,021 0,025 0,030 0,024 0,026 

670 0,020 0,025 0,030 0,025 0,025 

680 0,020 0,024 0,029 0,024 0,025 

690 0,019 0,024 0,029 0,026 0,025 

700 0,019 0,023 0,029 0,023 0,025 

710 0,019 0,023 0,029 0,024 0,024 

720 0,019 0,022 0,028 0,024 0,024 

730 0,019 0,022 0,028 0,025 0,025 

740 0,018 0,018 0,022 0,028 0,024 

750 0,018 0,022 0,027 0,023 0,023 
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Caracterização das nano-TiO2 no meio de ensaio 

Período de teste: 27/03/2015 a 30/03/2015    Solução-teste: nano-TiO2  

Absorbância 

  0 h 24 h 48 h 72 h 96 h 

760 0,018 0,023 0,029 0,022 0,023 

780 0,018 0,022 0,028 0,022 0,023 

790 0,017 0,024 0,025 0,020 0,022 

800 0,016 0,023 0,025 0,020 0,021 

810 0,015 0,022 0,025 0,021 0,021 

820 0,015 0,022 0,025 0,020 0,021 
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APENDICE B 

 

 

Dados brutos relativos aos testes preliminares de toxicidade crônica com a clorofícea 

Pseudokirchneriella subcapitata exposta as nanopartículas de dióxido de titânio (nano-

TiO2). 
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Tabela 1. Dados brutos obtidos para determinação da densidade celular algal no teste 

preliminar de toxicidade com as nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2) com 96 

horas de exposição utilizando Espectrofotômetro. 

  

Ensaio Preliminar - alga Pseudokirchneriella subcapitata 

Período de teste: 27/04/2015 a 30/04/2015        
Aparelho: Espectrofotômetro        

Solução-Teste: Meio LC Oligo com nano-TiO2 

Absorbância: 440 nm                          Concentração: mg L-1 

  Controle 0,001 0,01 0,1 1 10 

Resultado 24 h 0.011 0.010 0.012 0.012 0.024 0.156 

Resultado 48 h 0.024 0.022 0.028 0.030 0.015 0.116 

Resultado 72 h 0.031 0.034 0.032 0.016 0.032 0.102 

Resultado 96 h 0.035 0.035 0.040 0.042 0.038 0.122 

Absorbância: 687 nm                          Concentração: mg L-1 

  Controle 0,001 0,01 0,1 1 10 

Resultado 24 h 0.008 0.007 0.009 0.008 0.013 0.071 

Resultado 48 h 0.020 0.018 0.023 0.024 0.014 0.065 

Resultado 72 h 0.025 0.028 0.026 0.013 0.024 0.065 

Resultado 96 h 0.030 0.030 0.030 0.033 0.029 0,081 

Absorbância: 670 nm                          Concentração: mg L-1 

  Controle 0,001 0,01 0,1 1 10 

Resultado 24 h 0,008 0,007 0,008 0,008 0,013 0,074 

Resultado 48 h 0,019 0,017 0,022 0,023 0,014 0,065 

Resultado 72 h 0,023 0,026 0,024 0,012 0,023 0,065 

Resultado 96 h 0,028 0,027 0,030 0,031 0,028 0,080 
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Tabela 2. Dados brutos obtidos incluindo média, desvio padrão (DP) e coeficiente de 

variação (CV) para determinação da densidade celular algal no teste preliminar de toxicidade 

com as nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2) com 96 horas de exposição 

utilizando fluorímetro. 

 

Ensaio Preliminar - alga Pseudokirchneriella subcapitata   

Período de teste: 27/04/2015 a 30/04/2015      

 Solução-Teste: Meio LC Oligo com nano-TiO2  

Aparelho:  Fluorímetro    

Resultado: 24 horas                          Concentração: mg L-1  

  Controle 0,001 0,01 0,1 1 10 Branco 

Réplica 1 18.512 18.659 20.074 20.457 19.953 22.812 0.060 

Réplica 2 18.188 15.229 20.328 18.372 19.513 22.427 -0.022 

Réplica 3 18.470 18.642 20.779 20.797 19.621 22.325  -0.038 

Média 18.39 17.51 20.39 19.87 19.70 22.52 0.00 

DP 0.18 1.98 0.36 1.31 0.23 0.26 0.05 

CV 0.96 11.28 1.75 6.60 1.16 1.14  

Resultado: 48 horas                          Concentração: mg L-1  

  Controle 0,001 0,01 0,1 1 10 Branco 

Réplica 1 50.274 47.283 58.740 60.639 44.561 55.707 0.161 

Réplica 2 48.573 47.912 59.022 59.022 44.268 54.339 0.104 

Réplica 3 47.631 48.604 59.013 59.013 43.827 55.119  -0.266 

Média 48.83 47.93 58.93 60.18 44.22 55.06 0.00 

DP 1.34 0.66 0.16 0.40 0.37 0.69 0.23 

CV 2.54 1.38 0.27 0.66 0.84 1.25  

Resultado: 72 horas                          Concentração: mg L-1  

  Controle 0,001 0,01 0,1 1 10 Branco 

Réplica 1 68.025 75.667 73.464 74.887 61.782 83.505 -0.092 

Réplica 2 69.137 74.113 74.099 76.434 53.908 85.007 0.218 

Réplica 3 72.287 75.161 73.460 72.481 57.725 84.060  -0.125 

Média 69.82 74.98 73.67 74.60 57.81 84.19 0.00 

DP 2.21 0.79 0.37 1.99 3.94 0.76 0.19 

CV 3.17 1.06 0.50 2.67 6.81 0.90  

Resultado: 96 horas                          Concentração: mg L-1  

  Controle 0,001 0,01 0,1 1 10 Branco 

Réplica 1 86.689 95.947 95.029 95.046 72.850 118.670 0.004 

Réplica 2 93.295 96.875 95.948 94.167 68.219 166.660 -0.041 

Réplica 3 99.674 98.782 96.389 96.304 69.440 122.480 0.038 

Média 93.22 97.20 95.79 95.17 70.17 135.94 0.00 

DP 6.49 1.45 0.69 1.07 2.40 26.68 0.04 

CV 6.97 1.49 0.72 1.13 3.42 19.62   
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Tabela 3. Dados brutos obtidos para determinação da densidade celular algal no teste 

preliminar de toxicidade com as nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2) com 96 

horas de exposição através da contagem direta em Câmara de Neubauer em microscópio 

óptico. DP = Desvio Padrão; CV = Coeficiente de Variação. 

 

Ensaio Preliminar - alga Pseudokirchneriella subcapitata 

Período de teste: 27/04/2015 a 30/04/2015        

Aparelho: Microscópio Óptico       

Solução-Teste: Meio LC Oligo com nano-TiO2 

24 h                       Concentração: mg L-1 

  Controle 0,001 0,01 0,1 1 10 

Réplica 1 143750 142500 106250 153750 142500 126250 

Média 143750 142500 106250 153750 142500 126250 

48 h                          Concentração: mg L-1 

  Controle 0,001 0,01 0,1 1 10 

Réplica 1 241250 188750 261250 210000 227500 22500 

Média 241250 188750 261250 210000 227500 22500 

72 h                          Concentração: mg L-1 

  Controle 0,001 0,01 0,1 1 10 

Réplica 1 307500 330000 246250 258750 203750 146250 

Réplica 2 381250 413750 315000 272500 208750 163750 

Réplica 3 372500 283750 296250 161250 205000 110000 

Média 353750 342500 285833 230833 205833 140000 

DP 40292 65895 35539 60652 2602 27415 

CV 11.4 19.2 12.4 26.3 1.3 19.6 

96 h                          Concentração: mg L-1 

  Controle 0,001 0,01 0,1 1 10 

Réplica 1 338700 265000 380000 165000 186200 131200 

Réplica 2 145000 322500 266200 186200 188700 355000 

Réplica 3 192500 350000 158700 200000 235000 198700 

Média 225400 312500 268300 183733 203300 228300 

DP 100954 43373 110665 17630 27481 114799 

CV 44.8 13.9 41.2 9.6 13.5 50.3 

 

 

 

 

 

 

 



108 
 

Tabela 4. Dados brutos obtidos para determinação da densidade celular algal no teste 

preliminar de toxicidade com as nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2) com  96 

horas de exposição através da quantificação da clorofila-a pelo método DMSO através do 

espectrofotômetro. 

 

Ensaio Preliminar - alga Pseudokirchneriella subcapitata 

Período de teste: 27/04/2015 a 30/04/2015        

Aparelho: Espectrofotômetro        

Solução-Teste: Meio LC Oligo com nano-TiO2 

Absorbância: 664 nm                          Concentração: mg L-1 

  Controle 0,001 0,01 0,1 1 10 

Resultado 24 h 0.034 0.014 0.011 0.008 0.017 0.106 

Resultado 48 h 0.043 0.026 0.037 0.033 0.027 0.076 

Resultado 72 h 0.034 0.037 0.037 0.035 0.034 0.002 

Resultado 96 h 0.064 0.048 0.068 0.024 0.050 0.120 

Absorbância: 647 nm                          Concentração: mg L-1 

  Controle 0,001 0,01 0,1 1 10 

Resultado 24 h 0.009 0.002 0.002 0.001 0.010 0.103 

Resultado 48 h 0.026 0.010 0.019 0.014 0.012 0.061 

Resultado 72 h 0.012 0.013 0.014 0.013 0.017 0.001 

Resultado 96 h 0.034 0.022 0.026 0.008 0.030 0.084 

Absorbância: 630 nm                          Concentração: mg L-1 

  Controle 0,001 0,01 0,1 1 10 

Resultado 24 h 0.005 0.000 0.001 0.000 0.009 0.107 

Resultado 48 h 0.006 0.008 0.017 0.012 0.010 0.061 

Resultado 72 h 0.007 0.009 0.010 0.009 0.014 0.001 

Resultado 96 h 0.008 0.016 0.020 0.006 0.028 0.080 

Clorofila a                          Concentração: mg L-1 

  Controle 0,001 0,01 0,1 1 10 

Resultado 24 h 0.194 0.082 0.064 0.047 0.092 0.533 

Resultado 48 h 0.231 0.145 0.202 0.183 0.149 0.394 

Resultado 72 h 0.191 0.208 0.207 0.196 0.186 0.011 

Resultado 96 h 0.349 0.265 0.381 0.135 0.269 0.635 
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APENDICE C 

 

 

Dados brutos da quantificação das nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2) 

nos testes de toxicidade definitivo e contaminação da alga Pseudokirchneriella subcapitata. 
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Tabela 1. Dados brutos da quantificação das nanopartículas de dióxido de titânio (mg L-1) 

no meio de cultura do teste de toxicidade definitivo. Variação das concentrações nominais e 

reais no início (0 hora) e no final (96 horas) do teste de toxicidade com a alga 

Pseudokirchneriella subcapitata. 

 

  

Titânio Particulado 

mg L-1 

Titânio Dissolvido 

mg L-1   Titânio Total mg L-1 

Concentração 0 h 96 h 0 h 96 h 0 h 96 h 

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

16 15,97 11,04 0,82 4,81 16,79 15,84 

64 64,55 44,94 0,77 18,96 65,31 63,9 

256 255,45 178,7 0,87 76,62 256,32 255,32 

512 513,77 352,21 0,84 157,4 514,61 509,61 

 

 

 

Tabela 2. Dados brutos da quantificação das nanopartículas de dióxido de titânio (mg L-1) 

do teste de contaminação da alga Pseudokirchneriella subcapitata após passarem pelo 

processo de 1 e 3 lavagens.  

 

  Titânio Particulado mg L-1 

Concentração  lavagem 1x Lavagem 3x 

Controle (R1) 0,000 0,000 

Controle (R2) 0,000 0,000 

Controle (R3) 0,000 0,000 

0,01 (R1) 0,017 0,000 

0,01 (R2) 0,025 0,000 

0,01 (R3) 0,019 0,000 

1 (R1) 1,195 0,000 

1 (R2) 1,052 0,000 

1 (R3) 0,987 0,000 

10 (R1) 9,091 0,000 

10 (R2) 11,558 0,000 

10 (R3) 10,519 0,000 
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APENDICE D 

 

 

Valores do diâmetro hidrodinâmico (DH), Índice de Polidispersividade (IPd) e 

Potencial Zeta para o teste de toxicidade crônica definitivo e contaminação da alga 

Pseudokirchneriella subcapitata e do teste de toxicidade aguda com o cladócero 

Ceriodaphnia silvestrii. 
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Tabela 1. Dados brutos com os valores do diâmetro hidrodinâmico (DH), índice de 

polidispersividade (IPd) e potencial Zeta para o teste de toxicidade com a alga 

Pseudokirchneriella subcapitata. 

 

Leitura em 0 h Leitura em 24 h 

  DH (Z-ave) IPd   DH (Z-ave) IPd 

Solução-estoque R1 2456 0,402 16 mg L-1 R1 3894 0,469 

Solução-estoque R2 1749 0,456 16 mg L-1 R2 3561 0,406 

Solução-estoque R3 1672 0,476 16 mg L-1 R3 3697 0,398 

16 mg L-1 R1 825,6 0,494 512 mg L-1 R1 1990 0,211 

16 mg L-1 R2 956,4 0,406 512 mg L-1 R2 2429 0,245 

16 mg L-1 R3 889,2 0,496 512 mg L-1 R3 2260 0,294 

512 mg L-1 R1 1563 0,415      

512 mg L-1 R2 1498 0,468      

512 mg L-1 R3 1521 0,394      

      

Leitura em 48 h Leitura em 72 h 

  D (Z-ave) IPd   DH (Z-ave) IPd 

16 mg L-1 R1 4896 0,509 16 mg L-1 R1 5220 0,482 

16 mg L-1 R2 4761 0,499 16 mg L-1 R2 5136 0,495 

16 mg L-1 R3 4681 0,467 16 mg L-1 R3 5378 0,462 

512 mg L-1 R1 2550 0,147 512 mg L-1 R1 2347 0,3 

512 mg L-1 R2 2829 0,07 512 mg L-1 R2 2801 0,222 

512 mg L-1 R3 2861 0,213 512 mg L-1 R3 2736 0,124 

      

Leitura em 96 h Potencial Zeta (solução-estoque em 0h) 

  DH (Z-ave) IPd R1 -23,3  

16 mg L-1 R1 4944 0,485 R2 -23,6  

16 mg L-1 R2 5349 0,475 R3 -24,3  

16 mg L-1 R3 5462 0,435     

512 mg L-1 R1 2165 0,164     

512 mg L-1 R2 2894 0,339     

512 mg L-1 R3 2866 0,45       
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Tabela 2. Dados brutos com os valores do diâmetro hidrodinâmico (DH), índice de 

polidispersividade (IPd) e potencial Zeta para o teste de contaminação da alga 

Pseudokirchneriella subcapitata. 

 

Leitura em 0 h Leitura em 24 h 

  DH (Z-ave) IPd   DH (Z-ave) IPd 

0,01 mg L-1 R1 956,5 0,472 0,01 mg L-1 R1 997,9 0,428 

0,01 mg L-1 R2 896,5 0,469 0,01 mg L-1 R2 971,4 0,426 

0,01 mg L-1 R3 936,8 0,423 0,01 mg L-1 R3 1036 0,392 

1 mg L-1 R1 931,2 0,433 1 mg L-1 R1 2677 0,395 

1 mg L-1 R2 1068 0,496 1 mg L-1 R2 2047 0,412 

1 mg L-1 R3 1598 0,408 1 mg L-1 R3 2072 0,435 

10 mg L-1 R1 1342 0,479 10 mg L-1 R1 3646 0,458 

10 mg L-1 R2 1095 0,452 10 mg L-1 R2 3869 0,428 

10 mg L-1 R3 998,6 0,429 10 mg L-1 R3 3495 0,484 

      

Leitura em 48 h Leitura em 72 h 

  DH (Z-ave) IPd   DH (Z-ave) IPd 

0,01 mg L-1 R1 1267 0,479 0,01 mg L-1 R1 2341 0,456 

0,01 mg L-1 R2 1477 0,425 0,01 mg L-1 R2 1984 0,426 

0,01 mg L-1 R3 1356 0,453 0,01 mg L-1 R3 2158 0,495 

1 mg L-1 R1 2977 0,482 1 mg L-1 R1 2440 0,586 

1 mg L-1 R2 1679 0,428 1 mg L-1 R2 1964 0,498 

1 mg L-1 R3 2540 0,456 1 mg L-1 R3 2374 0,457 

10 mg L-1 R1 4306 0,459 10 mg L-1 R1 5537 0,426 

10 mg L-1 R2 3968 0,427 10 mg L-1 R2 6036 0,428 

10 mg L-1 R3 4168 0,468 10 mg L-1 R3 5603 0,426 

      

Leitura em 96 h Potencial Zeta (solução-estoque em 0 h) 

  DH (Z-ave) IPd R1 -22,6  

0,01 mg L-1 R1 2959 0,452 R2 -22,8  

0,01 mg L-1 R2 3837 0,429 R3 -21,6  

0,01 mg L-1 R3 3746 0,482     

1 mg L-1 R1 2854 0,405     

1 mg L-1 R2 2719 0,495     

1 mg L-1 R3 2942 0,488     

10 mg L-1 R1 5770 0,496     

10 mg L-1 R2 5651 0,506     

10 mg L-1 R3 5606 0,485       
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Tabela 3. Dados brutos com os valores do diâmetro hidrodinâmico (DH), índice de 

polidispersividade (IPd) e potencial Zeta para o teste agudo com o cladócero Ceriodaphnia 

silvestrii. 

 

Leitura em 0 h Leitura em 24 h 

  DH (Z-ave) IPd   DH (Z-ave) IPd 

Solução-estoque R1 2376 0,497 6,25 mg/L R1 2586 0,469 

Solução-estoque R2 3015 0,468 6,25 mg/L R2 2968 0,435 

Solução-estoque R3 3165 0,485 6,25 mg/L R3 2657 0,458 

6,25 mg/L R1 914,1 0,465 1600 mg/L R1 2049 0,437 

6,25 mg/L R2 826,5 0,468 1600 mg/L R2 2564 0,428 

6,25 mg/L R3 816,5 0,425 1600 mg/L R2 2685 0,462 

1600 mg/L R1 907,2 0,429      

1600 mg/L R2 1065 0,462      

1600 mg/L R2 1265 0,458      

      

Leitura em 48 h Potencial Zeta (solução-estoque em 0 h) 

  DH (Z-ave) IPd R1 -15,8  

6,25 mg/L R1 2259 0,415 R2 -16  

6,25 mg/L R2 2891 0,429 R3 -15,5  

6,25 mg/L R3 2906 0,439     

1600 mg/L R1 2905 0,457     

1600 mg/L R2 2055 0,475     

1600 mg/L R2 2268 0,492       
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APÊNDICE E 

 

 

Dados brutos relativos aos testes de sensibilidade com o cladócero Ceriodaphnia 

silvestrii exposto a substância de referência cloreto de sódio (NaCl).  
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Tabela 1. Número de indivíduos imóveis (por réplica, total e porcentagem) do cladócero 

Ceriodaphnia silvestrii quando expostos a diferentes concentrações da substância de 

referência cloreto de sódio (NaCl) (teste de sensibilidade número 1). Os valores das variáveis 

pH e dureza (mg de CaCO3 L
-1) são também apresentados, os quais foram monitoradas no 

início (0 h) e no final (48 h) do teste. 

 

Período de teste : 25 a 27/05/15                                     cloreto de sódio   

Organismo-teste: Ceriodaphnia silvestrii              teste: 1       

Concentração 

Número de 

organismos 

imóveis por 

réplica Imóveis 

pH 

inicial 

pH 

final 

Dureza 

inicial 

Dureza 

final 

 mg L-1 1 2 3 4 Total %         

Controle 0 0 0 0 0 0 7,00 7,30 40 41 

0,6 0 0 0 0 0 0 7,30 7,35 40 40 

1,0 1 2 1 2 6 30 7,36 7,40 41 41 

1,3 3 3 3 3 12 60 7,37 7,41 41 41 

1,6 4 4 5 5 18 90 7,36 7,39 41 41 

2,2 5 5 5 5 20 100 7,40 7,43 41 41 

EC50 (48 h): 1,18 IC (95%): 1,15 - 1,21 

 

 

Tabela 2. Número de indivíduos imóveis (por réplica, total e porcentagem) do cladócero 

Ceriodaphnia silvestrii quando expostos a diferentes concentrações da substância de 

referência cloreto de sódio (NaCl) (teste de sensibilidade número 2). Os valores das variáveis 

pH e dureza (mg de CaCO3 L
-1) são também apresentados, os quais foram monitoradas no 

início (0 h) e no final (48 h) do teste. 

 

Período de teste : 25 a 27/06/15                                     cloreto de sódio   

Organismo-teste: Ceriodaphnia silvestrii              teste: 2       

Concentração 

Número de 

organismos 

imóveis por 

réplica  Imóveis 

pH 

inicial 

pH 

final 

Dureza 

inicial 

Dureza 

final 

 mg L-1 1 2 3 4 Total %         

Controle 0 0 0 0 0 0 7,20 7,30 40 40 

0,6 0 1 0 0 0 0 7,20 7,3 40 40 

1,0 2 2 1 2 7 35 7,30 7,32 40 41 

1,3 4 3 3 3 13 65 7,30 7,35 40 42 

1,6 4 4 5 5 18 90 7,30 7,39 40 40 

2,2 5 5 5 5 20 100 7,30 7,35 40 42 

EC50 (48 h): 1,13 IC (95%): 1,11 - 1,15 



117 
 

Tabela 3. Número de indivíduos imóveis (por réplica, total e porcentagem) do cladócero 

Ceriodaphnia silvestrii quando expostos a diferentes concentrações da substância de 

referência cloreto de sódio (NaCl) (teste de sensibilidade número 3). Os valores das variáveis 

pH e dureza (mg de CaCO3 L
-1) são também apresentados, os quais foram monitoradas no 

início (0 h) e no final (48 h) do teste. 

 

Período de teste : 10 a 12/08/15                                     cloreto de sódio   

Organismo-teste: Ceriodaphnia silvestrii              teste: 3       

Concentração 

Número de 

organismos 

imóveis por 

réplica  Imóveis 

pH 

inicial 

pH 

final 

Dureza 

inicial 

Dureza 

final 

 mg L-1 1 2 3 4 Total %         

Controle 0 0 0 1 1 5 7,00 7,30 42 42 

0,6 0 1 0 0 1 5 7,10 7,30 42 42 

1,0 2 0 2 1 5 25 7,00 7,30 42 43 

1,3 3 2 2 2 9 45 7,00 7,30 42 43 

1,6 4 4 4 4 16 80 7,00 7,30 42 42 

2,2 5 5 5 5 20 100 7,20 7,30 42 42 

EC50 (48 h): 1,27     IC (95%): 1,15 - 1,41 

 

 

Tabela 4. Número de indivíduos imóveis (por réplica, total e porcentagem) do cladócero 

Ceriodaphnia silvestrii quando expostos a diferentes concentrações da substância de 

referência cloreto de sódio (NaCl) (teste de sensibilidade número 4). Os valores das variáveis 

pH e dureza (mg de CaCO3 L
-1) são também apresentados, os quais foram monitoradas no 

início (0 h) e no final (48 h) do teste. 

 

Período de teste : 07 a 09/09/15                                     cloreto de sódio   

Organismo-teste: Ceriodaphnia silvestrii              teste: 4       

Concentração 

Número de 

organismos 

imóveis por 

réplica Imóveis 

pH 

inicial 

pH 

final 

Dureza 

inicial 

Dureza 

final 

 mg L-1 1 2 3 4 Total %         

Controle 0 0 0 0 0 0 7,20 7,30 40 40 

0,6 0 1 0 0 0 0 7,20 7,3 40 40 

1,0 2 0 2 1 5 25 7,30 7,32 40 41 

1,3 3 2 2 2 9 45 7,30 7,35 40 42 

1,6 4 4 4 4 16 80 7,30 7,39 40 40 

2,2 5 5 5 5 20 100 7,30 7,35 40 42 

EC50 (48 h): 1,29     IC (95%): 1,24 - 1,34 
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Tabela 5. Número de indivíduos imóveis (por réplica, total e porcentagem) do cladócero 

Ceriodaphnia silvestrii quando expostos a diferentes concentrações da substância de 

referência cloreto de sódio (NaCl) (teste de sensibilidade número 5). Os valores das variáveis 

pH e dureza (mg de CaCO3 L
-1) são também apresentados, os quais foram monitoradas no 

início (0 h) e no final (48 h) do teste. 

 

Período de teste: 01 a 03/10/15                                     cloreto de sódio   

Organismo-teste: Ceriodaphnia silvestrii              teste: 5       

Concentração 

Número de 

organismos 

imóveis por 

réplica Imóveis 

pH 

inicial 

pH 

final 

Dureza 

inicial 

Dureza 

final 

 mg L-1 1 2 3 4  Total %         

Controle 0 0 0 0 0 0 7,20 7,30 41 42 

0,6 0 0 0 0 0 0 7,20 7,3 40 40 

1,0 1 2 1 2 6 30 7,30 7,32 40 41 

1,3 3 3 3 3 12 60 7,30 7,35 40 42 

1,6 4 4 5 5 18 90 7,30 7,39 40 40 

2,2 5 5 5 5 20 100 7,30 7,35 42 43 

EC50 (48 h): 1,15     IC (95%): 1,04 - 1,27 

 

 

Tabela 6. Número de indivíduos imóveis (por réplica, total e porcentagem) do cladócero 

Ceriodaphnia silvestrii quando expostos a diferentes concentrações da substância de 

referência cloreto de sódio (NaCl) (teste de sensibilidade número 6). Os valores das variáveis 

pH e dureza (mg de CaCO3 L
-1) são também apresentados, os quais foram monitoradas no 

início (0 h) e no final (48 h) do teste. 

 

Período de teste: 11 a 13/10/15                                     cloreto de sódio   

Organismo-teste: Ceriodaphnia silvestrii              teste: 6       

Concentração 

Número de 

organismos 

imóveis por 

réplica Imóveis 

pH 

inicial 

pH 

final 

Dureza 

inicial 

Dureza 

final 

 mg L-1 1 2 3 4 Total %         

Controle 0 0 0 0 0 0 7,20 7,40 41 41 

0,6 0 0 0 0 0 0 7,20 7,40 40 40 

1,0 0 0 0 1 1 5 7,20 7,40 42 42 

1,3 4 0 1 3 8 40 7,20 7,42 40 42 

1,6 4 2 2 4 12 60 7,20 7,40 40 40 

2,2 5 5 5 5 20 100 7,20 7,50 40 42 

EC50 (48 h): 1,44 IC (95%): 1,39 - 1,49 
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APÊNDICE F 

 

 

Dados brutos relativos aos testes preliminares de toxicidade aguda com o cladócero 

Ceriodaphnia silvestrii exposto às nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2).  
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Tabela 1. Número de organismos imóveis (por réplica, total e porcentagem) do cladócero 

Ceriodaphnia silvestrii quando expostos a diferentes concentrações das nanopartículas de 

dióxido de titânio (nano-TiO2) (teste preliminar número 1). Os valores das variáveis pH, 

dureza (mg de CaCO3 L
-1), Oxigênio Dissolvido (O D) mg L-1 e temperatura (T) são também 

apresentados, os quais foram monitorados no final (48 h) do teste. 

 

Período de teste: 27 a 29/05/15           nanopartícula de dióxido de titânio 

Organismo-teste: Ceriodaphnia silvestrii              

teste preliminar: 1 - 48 h     

Concentração 

Número de 

organismos 

imóveis por 

réplica Imóveis 

pH 

final 

Dureza 

final 

O D 

final 

T (⁰C) 

final 

 mg L-1 1 2 3 4 Total %     

Controle 0 0 0 0 0 0 8,00 42 7,55 25 

100 5 5 5 5 0 0 8,01 42 7,55 25 

200 5 5 5 5 20 100 8,00 42 7,55 25 

400 5 5 5 5 20 100 8,03 42 7,55 25 

800 5 5 5 5 20 100 8,00 42 7,55 25 

1600 5 5 5 5 20 100 8,00 42 7,55 25 

EC50 (48 h)         e IC (95%): Não pode ser calculado 
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Tabela 2. Número de organismos imóveis (por réplica, total e porcentagem) do cladócero 

Ceriodaphnia silvestrii quando expostos a diferentes concentrações das nanopartículas de 

dióxido de titânio (nano-TiO2) (teste preliminar número 2). Os valores das variáveis pH, 

dureza (mg de CaCO3 L
-1), Oxigênio Dissolvido (O D) mg L-1 e temperatura (T) são também 

apresentados, os quais foram monitorados no final (48 h) do teste. 

 

Período de teste: 16 a 18/06/15        nanopartícula de dióxido de titânio 

Organismo-teste: Ceriodaphnia silvestrii       

teste preliminar: 2 - 48 h     

Concentração 

Número de 

organismos 

imóveis por 

réplica  Imóveis 

pH 

final 

Dureza 

final 

O D 

final 

T 

(⁰C) 

final 

 mg L-1 1 2 3 4 Total %         

Controle 0 0 0 0 0 0 8,00 44 7,55 25 

100 1 0 0 0 0 0 8,00 44 7,55 25 

200 1 1 0 0 2 10 8,00 44 7,55 25 

400 1 2 1 0 4 20 8,03 44 7,55 25 

800 3 2 2 1 8 40 8,00 44 7,55 25 

1600 5 5 5 5 20 100 8,00 44 7,55 25 

EC50 (48 h)            e  IC (95%) Não pode ser calculado   
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APÊNDICE G 

 

 

Dados brutos relativos aos testes definitivos de toxicidade aguda definitivos com o 

cladócero Ceriodaphnia silvestrii exposto às nanopartículas de dióxido de titânio (nano-

TiO2).  
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Tabela 1. Número de organismos imóveis (por réplica, total e porcentagem) do cladócero 

Ceriodaphnia silvestrii quando expostos a diferentes concentrações das nanopartículas de 

dióxido de titânio (nano-TiO2) (teste definitivo número 1). Os valores das variáveis pH, 

dureza (mg de CaCO3 L
-1), Oxigênio Dissolvido (O D) mg L-1 e temperatura (T) são também 

apresentados, os quais foram monitorados no final (48 h) do teste. 

 

Período de teste: 02 a 04/07/15          nanopartícula de dióxido de titânio   

Organismo-teste: Ceriodaphnia silvestrii              teste: 1 

  48 h   

Concentração 

Número de 

organismos 

imóveis por 

réplica Imóveis pH 

final 

Dureza 

final O D final 

T (⁰C) 

final  mg L-1 1 2 3 4 Total % 

Controle 0 0 0 0 0 0 7,24 40 8,00 25 

6,25 0 0 0 0 0 0 7,20 40 8,00 25 

12,5 0 0 0 0 0 0 7,20 41 8,00 25 

25 0 0 0 1 1 5 7,25 42 8,00 25 

50 2 1 1 1 5 25 7,26 40 8,00 25 

100 3 3 2 3 11 55 7,26 42 8,00 25 

200 4 3 4 4 15 75 7,30 41 8,00 25 

400 4 5 5 5 19 95 7,30 41 8,00 25 

800 5 5 5 5 20 100 7,30 42 8,00 25 

1600 5 5 5 5 20 100 7,30 42 8,00 25 

EC50 (48 h):  96,59 IC (95%): 74,29 - 125,6     
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Tabela 2. Número de organismos imóveis (por réplica, total e porcentagem) do cladócero 

Ceriodaphnia silvestrii quando expostos a diferentes concentrações das nanopartículas de 

dióxido de titânio (nano-TiO2) (teste definitivo número 2). Os valores das variáveis pH, 

dureza (mg de CaCO3 L
-1), Oxigênio Dissolvido (O D) mg L-1 e temperatura (T) são também 

apresentados, os quais foram monitorados no final (48 h) do teste. 

 

Período de teste: 02 a 04/07/15        nanopartícula de dióxido de titânio   

Organismo-teste: Ceriodaphnia silvestrii              teste: 2   

48 h   

Concentração 

Número de 

organismos 

imóveis por 

réplica  Imóveis pH 

final 

Dureza 

final 

O D 

final 

T (⁰C) 

final  mg L-1 1 2 3 4 Total % 

Controle 0 0 0 0 0 0 7,30 43 8,00 25 

6,25 0 0 0 0 0 0 7,30 40 8,00 25 

12,5 0 0 0 0 0 0 7,30 41 8,00 25 

25 0 0 0 1 1 5 7,30 42 8,00 25 

50 2 1 1 1 5 25 7,30 40 8,00 25 

100 3 3 2 3 11 55 7,40 42 8,00 25 

200 4 3 4 4 15 75 7,40 42 8,00 25 

400 4 5 5 5 19 95 7,50 41 8,00 25 

800 5 5 5 5 20 100 7,50 42 8,00 25 

1600 5 5 5 5 20 100 7,50 42 8,00 25 

EC50 (48 h):  84,2 IC (95%): 61,80 - 114,40 
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Tabela 3. Número de organismos imóveis (por réplica, total e porcentagem) do cladócero 

Ceriodaphnia silvestrii quando expostos a diferentes concentrações das nanopartículas de 

dióxido de titânio (nano-TiO2) (teste preliminar número 3). Os valores das variáveis pH, 

dureza (mg de CaCO3 L
-1), Oxigênio Dissolvido (O D) mg L-1 e temperatura (T) são também 

apresentados, os quais foram monitorados no final (48 h) do teste. 

 

Período de teste: 22 a 24/08/15        nanopartícula de dióxido de titânio   

Organismo-teste: Ceriodaphnia silvestrii       teste:  3  

48 h     

Concentração 

Número de 

organismos 

imóveis por 

réplica Imóveis 

pH 

final 

Dureza 

final 

O D 

final 

T (⁰C) 

final 

 mg L-1 1 2 3 4 Total %     

Controle 0 0 0 0 0 0 7,30 42 8,10 25 

6,25 2 0 0 0 0 0 7,30 42 8,10 25 

12,5 0 0 1 1 2 10 7,30 42 8,10 25 

25 0 0 2 1 3 15 7,30 42 8,10 25 

50 3 3 4 3 13 65 7,30 42 8,10 25 

100 4 3 3 3 13 65 7,40 42 8,10 25 

200 5 4 5 3 17 85 7,40 42 8,10 25 

400 5 4 5 5 19 95 7,50 42 8,10 25 

800 5 5 5 5 20 100 7,50 42 8,10 25 

1600 5 5 5 5 20 100 7,50 42 8,10 25 

EC50 (48 h): 48,7   IC (95%): 39,98 - 57,42     
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Tabela 4. Número de organismos imóveis (por réplica, total e porcentagem) do cladócero 

Ceriodaphnia silvestrii quando expostos a diferentes concentrações das nanopartículas de 

dióxido de titânio (nano-TiO2) (teste preliminar número 4). Os valores das variáveis pH, 

dureza (mg de CaCO3 L
-1), Oxigênio Dissolvido (O D) mg L-1 e temperatura (T) são também 

apresentados, os quais foram monitorados no final (48 h) do teste. 

 

Período de teste: 15 a 17/09/15           nanopartícula de dióxido de titânio   

Organismo-teste: Ceriodaphnia silvestrii         teste: 4  

 48 h     

Concentração 

Número de 

organismos 

imóveis por 

réplica Imóveis pH 

final 

Dureza 

final 

O D 

final 

T 

(⁰C) 

final  mg L-1 1 2 3 4 Total % 

Controle 0 0 0 0 0 0 8,00 42 8,11 25 

6,25 0 0 0 0 0 0 8,10 42 8,11 25 

12,5 1 1 0 0 2 10 8,20 42 8,11 25 

25 1 0 0 1 2 10 8,20 42 8,11 25 

50 2 2 1 2 7 35 8,20 42 8,11 25 

100 3 4 2 2 11 55 8,20 42 8,11 25 

200 5 4 4 4 17 85 8,20 42 8,11 25 

400 4 4 5 5 18 90 8,20 42 8,11 25 

800 4 5 5 5 19 95 8,20 42 8,11 25 

1600 5 5 5 5 20 100 8,20 42 8,11 25 

EC50 (48 h): 80,8   IC (95%): 74,66 - 86,94 
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APÊNDICE H 

 

 

Dados brutos relativos aos testes de toxicidade crônica com o cladócero 

Ceriodaphnia silvestrii exposto às nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2). 
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Tabela 1. Valores das variáveis físicas e químicas do teste 1 de toxicidade crônica das 

nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2) monitoradas diariamente. Início (I) e Final 

(F) do teste. O D = Oxigênio Dissolvido, T°C = Temperatura. 

 

Variáveis da água -  Teste de toxicidade crônica 

Organismo-teste: Ceriodaphnia silvestrii        nano-TiO2 

Início: 19/08/2015             Término: 26/08/2015                      teste: 1 

nano-TiO2 - mg L-1 
pH Dureza O D T°C 

I F I F I F I F 

L
ei

tu
ra

 1
 

(2
4
 h

) 

Controle 7,1 8.3 40 44 6,15 8,17 25 24 

0,1 7,1 8.2 44 46 6,15 8,17 25 24 

1 7,1 8.2 42 42 6,15 8,18 25 24 

10 7,1 8.3 44 44 6,15 8,24 25 24 

nano-TiO2 - mg L-1 
pH Dureza O D T°C 

I F I F I F I F 

L
ei

tu
ra

 2
 

(4
8
 h

) 

Controle 7,0 8,3 42 42 6,08 8,18 25 25 

0,1 7,0 8,5 43 44 6,08 8,18 25 25 

1 7,0 8,0 42 43 6,08 8,16 25 25 

10 7,0 8,0 44 44 6,08 8,19 25 25 

nano-TiO2 - mg L-1 
pH Dureza O D T°C 

I F I F I F I F 

L
ei

tu
ra

 3
 

(7
2
 h

) 

Controle 7,1 8,1 40 42 6,22 8,15 25 25 

0,1 7,1 8,2 41 40 6,22 8,18 25 25 

1 7,1 8,1 41 44 6,22 8,17 25 25 

10 7,1 8,2 41 44 6,22 8,18 25 25 

nano-TiO2 - mg L-1 
pH Dureza O D T°C 

I F I F I F I F 

L
ei

tu
ra

 4
 

(9
6
 h

) 

Controle 7,1 8,2 42 42 6,32 8,20 25 25 

0,1 7,1 8,1 42 42 6,32 8,19 25 25 

1 7,1 8,3 41 43 6,32 8,20 25 25 

10 7,1 8.,3 41 43 6,32 8,24 25 25 

nano-TiO2 - mg L-1 
pH Dureza O D T°C 

I F I F I F I F 

L
ei

tu
ra

 4
 

(1
2
0
 h

) Controle 7,1 8 40 40 6,20 8,17 25 25 

0,1 7,1 8,2 40 40 6,20 8,18 25 25 

1 7,1 8,1 41 42 6,20 8,19 25 25 

10 7,1 8,3 41 44 6,20 8,22 25 25 

nano-TiO2 - mg L-1 
pH Dureza O D T°C 

I F I F I F I F 

L
ei

tu
ra

 4
 

(1
4
4
 h

) Controle 7,2 8,0 42 42 6,35 8,19 25 25 

0,1 7,2 8,2 44 44 6,35 8,22 25 25 

1 7,2 8,1 44 44 6,35 8,19 25 25 

10 7,2 8,2 44 46 6,35 8,19 25 25 
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Variáveis da água -  Teste de toxicidade crônica 

Organismo-teste: Ceriodaphnia silvestrii        nano-TiO2 

Início: 19/08/2015             Término: 26/08/2015                      teste: 1 

nano-TiO2 - mg L-1 
pH Dureza O D T°C 

I F I F I F I F 

L
ei

tu
ra

 4
 

(1
9
2
 h

) Controle 7,2 8,0 40 40 6,24 8,23 24 25 

0,1 7,2 8,0 40 41 6,24 8,32 24 25 

1 7,2 8,0 40 44 6,24 8,20 24 25 

10 7,2 8,0 40 44 6,24 8,22 24 25 
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 Tabela 2. Valores das variáveis físicas e químicas do teste 2 de toxicidade crônica das 

nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2) monitoradas diariamente. Início (I) e Final 

(F) do teste. O D = Oxigênio Dissolvido, T°C = Temperatura. 

 

Variáveis da água -  Teste de toxicidade crônica 

Organismo-teste: Ceriodaphnia silvestrii                    nano-TiO2 

Início: 26/09/2015             Término: 03/10/2015                      teste: 2 

nano-TiO2 - mg L-1 
pH Dureza O D T°C 

I F I F I F I F 

L
ei

tu
ra

 1
 

(2
4
 h

) 

Controle 7,0 7,9 40 44 6,23 8,2 25 25 

0,1 7,0 7,9 43 46 6,23 8,17 25 25 

1 7,0 7,9 44 46 6,23 8,18 25 25 

10 7,0 8,0 44 46 6,23 8,20 25 25 

nano-TiO2 - mg L-1 
pH Dureza O D T°C 

I F I F I F I F 

L
ei

tu
ra

 2
 

(4
8
 h

) 

Controle 7,0 8,3 38 42 6,19 8,18 25 25 

0,1 7,0 8,3 40 42 6,19 8,23 25 25 

1 7,0 8,3 42 42 6,19 8,16 25 25 

10 7,0 8,3 42 42 6,19 8,22 25 25 

nano-TiO2 - mg L-1 
pH Dureza O D T°C 

I F I F I F I F 

L
ei

tu
ra

 3
 

(7
2
 h

) 

Controle 7,1 8.1 38 40 6,27 8,21 25 25 

0,1 7,1 7.9 38 40 6,27 8,20 25 25 

1 7,1 8.1 41 40 6,27 8,22 25 25 

10 7,1 8.0 41 40 6,27 8,23 25 25 

nano-TiO2 - mg L-1 
pH Dureza O D T°C 

I F I F I F I F 

L
ei

tu
ra

 4
 

(9
6
 h

) 

Controle 7 8 40 40 6,33 8,24 25 25 

0,1 7,1 7,9 40 42 6,33 8,23 25 25 

1 7 8,0 40 41 6,33 8,20 25 25 

10 7,1 8,0 40 42 6,33 8,24 25 25 

nano-TiO2 - mg L-1 
pH Dureza O D T°C 

I F I F I F I F 

L
ei

tu
ra

 4
 

(1
2
0
 h

) 

Controle 7,3 8,0 38 40 6,25 8,27 25 25 

0,1 7,3 8,0 40 42 6,25 8,28 25 25 

1 7,3 8,1 40 42 6,25 8,29 25 25 

10 7,3 8,0 41 42 6,25 8,27 25 25 

nano-TiO2 - mg L-1 
pH Dureza O D T°C 

I F I F I F I F 

L
ei

tu
ra

 4
 

(1
4
4
 h

) Controle 7,2 8,0 40 42 6,25 8,27 25 25 

0,1 7,2 8,0 40 40 6,25 8,28 25 25 

1 7,2 8,1 40 40 6,25 8,29 25 25 

10 7,2 8,2 40 42 6,25 8,27 25 25 
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Variáveis da água -  Teste de toxicidade crônica 

Organismo-teste: Ceriodaphnia silvestrii                    nano-TiO2 

Início: 26/09/2015             Término: 03/10/2015                      teste: 2 

nano-TiO2 - mg L-1 
pH Dureza O D T°C 

I F I F I F I F 

L
ei

tu
ra

 4
 

(1
9
2
 h

) 

Controle 7,0 8,0 41 40 6,34 8,29 25 25 

0,1 7,0 8,2 40 41 6,34 8,29 25 25 

1 7,0 8,0 42 44 6,34 8,29 25 25 

10 7,0 8,0 44 44 6,34 8,29 25 25 
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Tabela 3. Valores das variáveis físicas e químicas do teste 3 de toxicidade crônica das 

nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2) monitoradas diariamente. Início (I) e Final 

(F) do teste. O D = Oxigênio Dissolvido. T°C = Temperatura. 

 

Variáveis da água -  Teste de toxicidade crônica 

Organismo-teste: Ceriodaphnia silvestrii                 nano-TiO2 

Início: 27/09/2015             Término: 04/10/2015                      teste: 3 

nano-TiO2 - mg L-1 
pH Dureza O D T°C 

I F I F I F I F 

L
ei

tu
ra

 1
 

(2
4
 h

) 

Controle 7,3 8,1 38 40 6,32 8,35 25 25 

0,1 7,3 8,1 40 40 6,32 8,37 25 25 

1 7,3 8,1 40 40 6,32 8,28 25 25 

10 7,3 8,0 40 40 6,32 8,30 25 25 

nano-TiO2 - mg L-1 
pH Dureza O D T°C 

I F I F I F I F 

L
ei

tu
ra

 2
 

(4
8
 h

) 

Controle 7,2 8 40 41 6,29 8,27 25 24 

0,1 7,2 8 42 42 6,29 8,23 25 25 

1 7,2 8 42 42 6,29 8,19 25 24 

10 7,2 8 42 44 6,29 8,22 25 24 

nano-TiO2 - mg L-1 
pH Dureza O D T°C 

I F I F I F I F 

L
ei

tu
ra

 3
 

(7
2
 h

) 

Controle 7,1 7,9 42 42 6,37 8,19 25 25 

0,1 7,1 7,9 42 44 6,37 8,18 25 25 

1 7,1 8,1 42 42 6,37 8,22 25 25 

10 7,1 8 42 44 6,37 8,22 25 25 

nano-TiO2 - mg L-1 
pH Dureza O D T°C 

I F I F I F I F 

L
ei

tu
ra

 4
 

(9
6
 h

) 

Controle 7,3 7,7 40 40 6,43 8,34 25 25 

0,1 7,3 7,8 38 40 6,43 8,34 25 25 

1 7,3 8,0 40 42 6,43 8,34 25 25 

10 7,3 8,0 40 42 6,43 8,34 25 25 

nano-TiO2 - mg L-1 
pH Dureza O D T°C 

I F I F I F I F 

L
ei

tu
ra

 4
 

(1
2
0
 h

) 

Controle 7,2 8,1 38 40 6,35 8,39 24 25 

0,1 7,2 8,0 42 44 6,35 8,38 24 25 

1 7,2 8,1 42 44 6,35 8,39 24 25 

10 7,2 8,1 42 46 6,35 8,39 24 25 

nano-TiO2 - mg L-1 
pH Dureza O D T°C 

I F I F I F I F 

L
ei

tu
ra

 4
 

(1
4
4
 h

) 

Controle 7,3 7,9 42 42 6,4 8,22 25 25 

0,1 7,3 7,8 40 42 6,4 8,22 25 25 

1 7,3 7,9 42 44 6,4 8,19 25 25 

10 7,3 7,8 42 44 6,4 8,22 25 25 
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Variáveis da água -  Teste de toxicidade crônica 

Organismo-teste: Ceriodaphnia silvestrii                 nano-TiO2 

Início: 27/09/2015             Término: 04/10/2015                      teste: 3 

nano-TiO2 - mg L-1 
pH Dureza O D T°C 

I F I F I F I F 

L
ei

tu
ra

 4
 

(1
9
2
 h

) 

Controle 7,0 7,8 38 40 6,22 8,39 25 25 

0,1 7,0 7,5 38 40 6,22 8,25 25 25 

1 7,0 7,8 40 42 6,22 8,24 25 25 

10 7,0 8,0 40 42 6,22 8,25 25 25 
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Tabela 4. Comprimento corporal (µm) de Ceriodaphnia silvestrii antes da exposição e após 

a exposição às nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2) para as três concentrações 

testadas no teste 1. 

 

Registro do teste de toxicidade crônica 

Organismo-teste: Ceriodaphnia silvestrii                               nano-TiO2 

     Início:  19/08/2015       Término: 26/08/2015 Teste: 1 

Antes da exposição 7 dias após a exposição 

Controle 0,01 1 10 Controle 0,01 1 10 

325 325 325 325 1000 950 950 950 

325 350 325 325 975 1000 925 925 

325 350 325 350 975 975 950 925 
 

 

Tabela 5. Comprimento corporal (µm) de Ceriodaphnia silvestrii antes da exposição e após 

a exposição às nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2) para as três concentrações 

testadas no teste 2. 

 

Registro do teste de toxicidade crônica 

Organismo-teste: Ceriodaphnia silvestrii                               nano-TiO2 

     Início:  26/09/2015       Término: 03/10/2015 Teste: 2 

Antes da exposição 7 dias após a exposição 

Controle 0,01 1 10 Controle 0,01 1 10 

325 325 325 325 1000 1000 1000 950 

325 350 325 325 1000 1000 950 950 

350 350 325 325 975 1000 950 925 
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Tabela 6. Comprimento corporal (µm) de Ceriodaphnia silvestrii antes da exposição e após 

a exposição às nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2) para as três concentrações 

testadas no teste 3. 

 

Registro do teste de toxicidade crônica 

Organismo-teste: Ceriodaphnia silvestrii                               nano-TiO2 

     Início:  27/09/2015       Término: 04/10/2015 Teste: 3 

Antes da exposição 7 dias após a exposição 

Controle 0,01 1 10 Controle 0,01 1 10 

375 350 325 375 1000 900 1000 950 

375 350 350 325 1000 1000 950 950 

400 350 375 325 1000 1000 950 1000 
 

 

Tabela 7. Porcentagem de sobrevivência do organismo-teste Ceriodaphnia silvestrii durante 

o teste 1 de toxicidade crônica das nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2). 

 

Registro do do teste de toxicidade crônica 

Organismo-teste: Ceriodaphnia silvestrii        nano-TiO2                        

 Início:  19/08/2015       Término: 26/08/2015           Teste: 1 

  Controle 0,01 1 10 

Total 10 10 10 10 

Sobrevivência 9 7 3 3 

Porcentagem (%) 90 70 30 30 
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Tabela 8. Porcentagem de sobrevivência do organismo-teste Ceriodaphnia silvestrii durante 

o teste 2 de toxicidade crônica das nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2). 

  

Registro do do teste de toxicidade crônica 

Organismo-teste: Ceriodaphnia silvestrii        nano-TiO2                        

 Início:  26/09/2015       Término: 03/10/2015           Teste: 2 

  Controle 0,01 1 10 

Total 10 10 10 10 

Sobrevivência 8 6 5 2 

Porcentagem (%) 80 60 50 20 

 

 

Tabela 9. Porcentagem de sobrevivência do organismo-teste Ceriodaphnia silvestrii durante 

o teste 3 de toxicidade crônica das nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2). 

 

Registro do do teste de toxicidade crônica 

Organismo-teste: Ceriodaphnia silvestrii        nano-TiO2                        

 Início:  27/09/2015       Término: 04/10/2015           Teste: 3 

  Controle 0,01 1 10 

Total 10 10 10 10 

Sobrevivência 9 7 4 3 

Porcentagem (%) 90 70 40 30 
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Tabela 10. Número de ovos produzidos durante o teste 1 de toxicidade crônica das 

nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2) com o organismo-teste Ceriodaphnia 

silvestrii. A letra M significa que ocorreu a morte dos organismos adultos.  

 

Registro do teste de toxicidade crônica 

Organismo-teste: Ceriodaphnia silvestrii                                         nano-TiO2 

Início:  19/08/2015             Término: 26/08/2015 Teste: 1 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 1
  

(2
4

 h
) 

Controle 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 2
 

 (
4

8
 h

) 

Controle 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 3
 

 (
7

2
 h

) 

Controle 4 4 3 4 4 3 4 4 4 4 

0,1 4 4 4 3 4 4 4 3 4 3 

1 3 3 3 3 3 3 3 3 3 M 

10 3 3 M 2 2 M 3 M 3 3 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 4
  

(9
6

 h
) 

Controle 5 5 4 5 5 4 5 5 5 5 

0,1 M 4 4 4 4 4 4 4 4 4 

1 0 0 0 0 M 0 0 M 0 M 

10 0 0 M 0 2 M 0 M 0 0 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 5
  

(1
2

0
 h

) 

Controle 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 

0,1 M 4 4 4 4 4 4 4 4 4 

1 4 M 4 M M 3 4 M 3 M 

10 4 4 M 3 M M M M 4 4 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 6
 

(1
4

4
 h

) 

Controle 5 6 5 6 4 6 5 6 5 5 

0,1 M M 5 M 5 5 6 5 6 6 

1 M M 5 M M 4 6 M M M 

10 M 5 M M M M M M 5 5 
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Registro do teste de toxicidade crônica 

Organismo-teste: Ceriodaphnia silvestrii                                         nano-TiO2 

Início:  19/08/2015             Término: 26/08/2015 Teste: 1 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 7
 

 (
1

9
2
 h

) 

Controle 6 5 M 5 4 5 5 5 6 6 

0,1 M M 5 M 6 5 5 6 6 5 

1 M M 4 M M 0 5 M M M 

10 M 0 M M M M M M 0 5 
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Tabela 11. Número de ovos produzidas durante o teste 2 de toxicidade crônica das 

nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2) com o organismo-teste Ceriodaphnia 

silvestrii. A letra M significa que ocorreu a morte dos organismos adultos. 

 

Registro do teste de toxicidade crônica 

Organismo-teste: Ceriodaphnia silvestrii                                 nano-TiO2 

Início:  26/09/2015    Término: 03/10/2015 Teste: 2 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 1
  

(2
4

 h
) 

Controle 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

10 M 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 2
  

(4
8

 h
) 

Controle 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 M 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

10 M 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 3
 

 (
7

2
 h

) 

Controle 4 4 3 4 4 4 3 4 5 3 

0,1 4 4 4 4 4 M 2 4 4 4 

1 M 2 M 3 3 3 3 3 2 2 

10 M 3 3 3 M M 3 3 3 3 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 4
 

 (
9

6
 h

) 

Controle 0 6 6 6 5 5 5 0 0 M 

0,1 0 4 3 5 M M 3 4 5 5 

1 M M M 4 4 4 4 4 5 5 

10 M M 0 4 M M 7 5 M 0 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 5
 

 (
1

2
0
 h

) 

Controle 6 7 6 5 6 M 6 6 6 M 

0,1 4 0 M 5 M M M 5 4 0 

1 M M M M 0 4 0 4 5 4 

10 M M 5 5 M M 5 5 M 4 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 6
 

 (
1

4
4
 h

) 

Controle 7 6 6 5 5 M 5 6 7 M 

0,1 6 7 M 7 M M M 5 6 6 

1 M M M M 6 M 6 6 6 5 

10 M M 6 M M M 6 5 M M 
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Registro do teste de toxicidade crônica 

Organismo-teste: Ceriodaphnia silvestrii                                 nano-TiO2 

Início:  26/09/2015    Término: 03/10/2015 Teste: 2 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 7
 

 (
1

9
2
 h

) 

Controle 6 6 6 6 6 M 7 6 6 M 

0,1 7 6 M 6 M M M 6 6 6 

1 M M M M 6 M 5 6 5 6 

10 M M 6 M M M 6 M M M 
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Tabela 12. Número de ovos produzidas durante o teste 3 de toxicidade crônica das 

nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2) com o organismo-teste Ceriodaphnia 

silvestrii. A letra M significa que ocorreu a morte dos organismos adultos. 

  

Registro do teste de toxicidade crônica 

Organismo-teste: Ceriodaphnia silvestrii                                      nano-TiO2 

Início:  27/09/2015       Término: 04/10/2015 Teste: 3 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 1
  

(2
4

 h
) 

Controle 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 2
  

(4
8

 h
) 

Controle 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 M 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

10 0 M 0 0 M M 0 0 0 M 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 3
 

 (
7

2
 h

) 

Controle 3 4 3 3 4 3 3 4 5 3 

0,1 3 3 3 3 3 4 3 3 3 M 

1 M 3 2 3 M 3 3 3 2 2 

10 3 M 3 3 M M 3 3 M M 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 4
  

(9
6

 h
) 

Controle 6 6 6 6 0 6 6 6 0 0 

0,1 4 0 0 4 4 0 4 5 4 M 

1 M 0 0 4 M 4 4 4 0 4 

10 0 M 0 6 M M 0 0 M M 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 5
 

(1
2

0
 h

) 

Controle 6 6 6 5 6 6 6 6 6 5 

0,1 4 5 6 5 5 6 6 6 M M 

1 M 5 5 5 M M M 4 5 M 

10 0 M 5 5 M M 5 5 M M 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 6
  

(1
4

4
 h

) 

Controle 6 6 6 M 6 7 7 7 7 7 

0,1 7 7 7 M 7 7 6 6 M M 

1 M M 6 6 M M M 6 6 M 

10 M M 6 6 M M 6 0 M M 
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Registro do teste de toxicidade crônica 

Organismo-teste: Ceriodaphnia silvestrii                                      nano-TiO2 

Início:  27/09/2015       Término: 04/10/2015 Teste: 3 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 7
 

 (
1

9
2
 h

) 

Controle 7 6 6 M 6 6 7 6 6 7 

0,1 6 6 6 M 6 6 6 6 M M 

1 M M 6 6 M M M 6 6 M 

10 M M 6 5 M M 6 0 M M 
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Tabela 13. Número de neonatas produzidas durante o teste 1 de toxicidade crônica das 

nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2) com o organismo-teste Ceriodaphnia 

silvestrii. A letra M significa que ocorreu a morte dos organismos adultos.  

 

Registro do teste de toxicidade crônica 

Organismo-teste: Ceriodaphnia silvestrii                                          nano-TiO2 

Início:  19/08/2015      Término: 26/08/2015 Teste: 1 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 1
  

(2
4

 h
) 

Controle 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 2
  

(4
8

 h
) 

Controle 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 3
 

 (
7

2
 h

) 

Controle 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 M 

10 0 0 M 0 0 M 0 M 0 0 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 4
 

 (
9

6
 h

) 

Controle 4 4 3 4 4 3 4 4 4 4 

0,1 M 4 4 3 4 4 4 3 4 4 

1 0 1 2 2 M 2 3 M 3 M 

10 3 3 M 2 0 M 3 M 2 3 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 5
 

 (
1

2
0
 h

) 

Controle 5 5 4 5 5 4 5 4 5 4 

0,1 M 4 3 3 4 3 4 3 4 3 

1 0 M 0 M M 0 0 M 3 M 

10 0 0 M 0 M M M M 0 0 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 6
 

 (
1

4
4
 h

) 

Controle 4 5 4 4 4 5 3 4 3 5 

0,1 M 3 3 3 4 4 3 3 3 2 

1 3 M 4 M M 3 4 M 3 M 

10 4 4 M 3 M M M M 4 4 
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Registro do teste de toxicidade crônica 

Organismo-teste: Ceriodaphnia silvestrii                                          nano-TiO2 

Início:  19/08/2015      Término: 26/08/2015 Teste: 1 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 7
 

 (
1

9
2
 h

) 

Controle 5 5 4 5 3 5 4 5 4 4 

0,1 M M 4 M 5 4 4 5 5 5 

1 M M 4 M M 4 4 M M M 

10 M 4 M M M M M M 3 4 
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Tabela 14. Número de neonatas produzidas durante o teste 2 de toxicidade crônica das 

nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2) com o organismo-teste Ceriodaphnia 

silvestrii. A letra M significa que ocorreu a morte dos organismos adultos.  

 

Registro dos dados/teste do teste de toxicidade crônica 

Organismo-teste: Ceriodaphnia silvestrii                                               nano-TiO2 

Início:  26/09/2015        Término: 03/10/2015 Teste: 2 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 1
 

 (
2

4
 h

) 

Controle 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 2
 

 (
4

8
 h

) 

Controle 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 M 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

10 M 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 3
 

 (
7

2
 h

) 

Controle 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0,1 0 0 0 0 0 M 0 0 0 0 

1 M 0 M 0 0 0 0 0 0 0 

10 M 0 0 0 M M 0 0 0 0 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 4
 

 (
9

6
 h

) 

Controle 4 3 4 4 4 3 3 4 5 2 

0,1 3 4 4 4 3 M 2 3 3 4 

1 M 2 M 3 3 2 3 3 2 2 

10 M 2 0 3 M M 2 3 2 3 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 5
 

 (
1

2
0
 h

) 

Controle 0 6 5 6 4 4 4 0 0 M 

0,1 0 4 2 5 M M 2 4 5 5 

1 M M M 3 4 3 4 3 4 4 

10 M M 0 4 M M 5 5 M 4 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 6
  

(1
4

4
 h

) 

Controle 6 7 6 4 5 M 5 5 5 M 

0,1 4 0 M 5 M M M 5 5 0 

1 M M M M 0 3 0 4 5 4 

10 M M 4 4 M M 4 5 M 4 
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Registro dos dados/teste do teste de toxicidade crônica 

Organismo-teste: Ceriodaphnia silvestrii                                               nano-TiO2 

Início:  26/09/2015        Término: 03/10/2015 Teste: 2 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 7
  

(1
9

2
 h

) 

Controle 7 6 6 5 5 M 5 6 7 M 

0,1 6 7 M 7 M M M 5 5 5 

1 M M M M 6 M 5 5 6 5 

10 M M 6 M M M 6 M M M 
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Tabela 15. Número de neonatas produzidas durante o teste 3 de toxicidade crônica das 

nanopartículas de dióxido de titânio (nano-TiO2) com o organismo-teste Ceriodaphnia 

silvestrii. A letra M significa que ocorreu a morte dos organismos adultos.  

 

Registro dos dados/teste do teste de toxicidade crônica 

Organismo-teste: Ceriodaphnia silvestrii                                                  nano-TiO2 

Início:  27/09/2015         Término: 04/10/2015 Teste: 3 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 1
  

(2
4

 h
) 

Controle 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 2
  

(4
8

 h
) 

Controle 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 M 0 0 0 M 0 0 0 0 0 

10 0 M 0 0 M M 0 0 0 M 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 3
  

(7
2

 h
) 

Controle 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 M 

1 M 0 0 0 M 0 0 0 0 0 

10 0 M 0 0 M M 0 0 0 M 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 4
  

(9
6

 h
) 

Controle 3 4 3 2 4 3 3 4 3 4 

0,1 3 3 3 3 2 4 3 3 0 M 

1 M 3 2 2 M 2 3 3 2 2 

10 M M 3 3 M M 3 2 2 M 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 4
 

 (
1

2
0

 h
) 

Controle 4 6 5 5 0 4 3 4 0 0 

0,1 0 6 0 4 4 0 4 4 4 M 

1 M 0 0 3 M 4 3 3 0 4 

10 M M 0 6 M M 0 0 M M 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 4
  

(1
4

4
 h

) 

Controle 6 5 5 5 6 5 6 5 5 5 

0,1 4 5 5 M 4 6 6 6 M M 

1 M 5 4 4 M 3 M 4 4 M 

10 M M 5 5 M M 4 4 M M 
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Registro dos dados/teste do teste de toxicidade crônica 

Organismo-teste: Ceriodaphnia silvestrii                                                  nano-TiO2 

Início:  27/09/2015         Término: 04/10/2015 Teste: 3 

nano-TiO2 - mg L-1 
Réplicas  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L
ei

tu
ra

 4
  

(1
9

2
 h

) 

Controle 6 6 6 M 6 7 7 7 7 6 

0,1 6 6 7 M 6 7 6 6 M M 

1 M M 5 6 M M M 6 6 M 

10 M M 6 6 M M 5 M M M 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


