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RESUMO 

 
 
A nanotecnologia, ciência que estuda a criação de dispositivos e materiais, utilizando 
o controle da matéria na escala de nanômetros é considerada atualmente área 
inovadora de crescimento científico e econômico; desperta grande interesse de 
diversos setores e seu uso, devido as suas características, principalmente o seu 
tamanho (0-100 nm) já é disseminado em muitas áreas, que incluem, a 
farmacêutica, de equipamentos eletrônicos, indústria de tintas e manufaturas entre 
outras. No entanto, os estudos toxicológicos disponíveis são insuficientes para 
identificar com precisão os efeitos a saúde e ao meio ambiente resultantes do uso 
dos nanocompostos. Dentre as nanopartículas, as de óxido de cromo III (NP Cr2O3) 
possuem uma grande variedade de aplicações. Portanto, o objetivo deste trabalho 
foi avaliar a toxicidade da NP Cr2O3 em água marinha reconstituída (AMR) por meio 
de ensaios toxicológicos agudos e crônico utilizando o microcrustáceo marinho 
Mysidopsis juniae. Para tanto, foi realizada a caracterização das NP Cr2O3, por 
diferentes técnicas físico-químicas, em diferentes meios, avaliação toxicológica 
através de testes de toxicidade das NP Cr2O3, de exposição aguda com definição da 
CL50(96h) e crônica e transgeracional avaliando: natalidade, mortalidade e biometria 
durante o período de 63 dias. Por fim, foi realizada análise da concentração dos íons 
de Cr (III) e (VI) e cromo total para as concentrações do teste agudo (25, 50, 75,100 
e 125 mg.L-1) e crônico (5 mg.L-1). Os resultados da caracterização da NP Cr2O3 por 
Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET), Microscopia de Varredura com 
Emissão de Campo (MEV-FEG) e Difratometria de raios-X mostraram que, o 
diâmetro da partícula encontra-se em escala nanométrica (21,8 nm), mostrando 
ainda, que há formação em suspensão de grandes aglomerados de NP, 
especialmente em meio salino, o que foi confirmado pela análise do diâmetro 
hidrodinâmico. Em relação a avaliação toxicológica aguda, observou-se que abaixo 
da concentração de 5 mg.L-1 não ocorreu mortalidade e a partir da concentração de 
25 mg.L-1, sempre ocorreu mortalidade, sendo a concentração de 125 mg.L-1 
responsável pela mortalidade total dos organismos em 96 h de exposição. A CL50(96h) 

encontrada para o organismo teste exposto as NP Cr2O3 foi de 58,86 mg.L-1. O teste 
crônico e transgeracional mostrou que apenas o parâmetro mortalidade da 2º 
geração exposta a concentração de 5 mg.L-1 de NP Cr2O3 foi afetado pela substância 
estudada (p<0,05). Por fim, foi possível verificar nas análises dos íons cromo tanto 
para as concentrações do teste agudo quanto para a do teste crônico, a presença de 
Cr (VI), sendo que já na concentração 5 mg.L-1 de NP Cr2O3   a concentração de Cr 
(VI) foi de 0,25 mg.L-1, resultado este acima do limite padrão para lançamento de 
efluentes definido pela resolução CONAMA 430/2011, aumentando 
exponencialmente para as demais concentrações avaliadas. Assim, este estudo 
mostra que as NP Cr2O3 quando dispersas em meio salino e quando encontradas 
em diâmetro muito reduzido tendem a ter baixa estabilidade podendo contribuir para 
a aglomeração das NP, sendo uma possível causa de diminuição da toxicidade uma 
vez que dificultaria a absorção pelo organismo, no entanto, esta mesma instabilidade 
também contribui para a liberação de íons e neste estudo, verificou-se a presença 
de Cr (VI), que pode ser, neste caso, o maior responsável pela toxicidade 
encontrada.    
 
Palavras-chave: Nanopartículas; Óxido de cromo; Toxicidade aguda; Toxicidade 
crônica; Mysidopsis juniae 
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ABSTRACT 
 
 

Nanotechnology, the science of creating devices and materials, from the control of matter 
on the nanometer scale is currently considered an innovative area of scientific and 
economic growth; arouses great interest from various sectors and its use, due to its 
characteristics, especially its size (0-100 nm) is already widespread in many areas, 
including the pharmaceutical, electronics, paint industry and manufacturing, among 
others. However, toxicological studies are insufficient to accurately identify the effects to 
health and to the environment resulting from the use of nanocomposites. Among the 
extensive use of nanoparticles, the Chromium (III) Oxide nanoparticle (Cr2O3 NP) have a 
wide variety of applications. Therefore, the aim of this study was to evaluate the toxicity of 
Cr2O3 NP in reconstituted seawater (RSW) through acute and chronic toxicological tests 
using microcrustacean marine Mysidopsis juniae. Therefore, the characterization of 
Cr2O3 NP was carried out by different physicochemical techniques, in different means, 
through toxicological testing toxicity of Cr2O3 NP, acute exposure to defining the LC50(96h) 
and chronic and transgenerational test evaluating: birth, mortality and biometrics during 
the period of 63 days. Finally, it was conducted the analyzing of the concentration of Cr 
(III), Cr (VI) ions and total chromium to the concentrations of acute test (25, 50, 75,100 
and 125 mg L-1) and chronic (5 mg L-1). The results of the characterization of Cr2O3 NP by 
Transmission Electron Microscopy (TEM), Scanning with Field Emission (SEM-FEG) and 
X-ray Diffraction showed that the particle diameter is in nanometer scale (21,8 nm), 
showing further that there is formation of large agglomerates of suspension NP, 
especially in saline, which was confirmed by analysis of the hydrodynamic diameter. For 
acute toxicological evaluation, it was observed that concentration below 5 mg L-1 have no 
mortality and from the concentrations of 25 mg L-1, always occurred mortality, being the 
concentration of 125 mg L -1 the responsible for overall mortality of organisms in 96 h 
of exposure. The LC50(96h) found for the test organism exposed to Cr2O3 NP was 58.86 
mg L-1. Chronic and transgenerational test showed that only the parameter mortality of 
2nd generation exposed to concentration of 5 mg L-1 of Cr2O3 NP was affected by the 
studied substance (p<0.05). Finally, it was possible verify on analysis of chromium ions 
for both concentrations of acute test as to the chronic test, the presence of Cr (VI), and 
already in the concentration of 5 mg L-1 of Cr2O3 NP the concentration of Cr (VI) was 0.25 
mg L-1, a result above the standard limit for discharge of effluents defined by Resolution 
CONAMA 430/2011, exponentially increasing for the other evaluated concentrations. 
Thus, this study shows that Cr2O3 NP when dispersed in saline and when found in very 
small diameters tend to have low stability and can contribute to the agglomeration of NP, 
being a possible cause of decrease toxicity which would hinder the absorption by the 
organism, however, this same instability also contributes to the release of ions and in this 
study, it was found the presence of Cr (VI), which can be, in this case, the most 
responsible for the toxicity found. 
 

Keywords: Nanoparticles; Chromium oxide; Acute toxicity; Chronic toxicity; Mysidopsis 

juniae  
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

A nanotecnologia é área inovadora de crescimento científico e econômico e 

que pode apresentar riscos para a saúde ambiental e humana, existindo, portanto, a 

necessidade de se abordar questões de segurança de uso, antes de sua utilização 

generalizada (MOORE, 2006; SUPPAN, 2013). Apresenta, ainda, grande interesse 

de diversos setores e seu uso já é disseminado em áreas que incluem medicina de 

diagnóstico, farmacêutica, eletrônica, de implantes e próteses (PERKEL, 2003; 

ROYAL SOCIETY AND ROYAL ACADEMY OF ENGINEERING, 2004).  

O prefixo “nano” está relacionado a uma escala de medida em que um 

nanômetro representa um bilionésimo do metro ou um milionésimo do milímetro. 

Portanto, para ser classificado em escala nano, é necessário que o material 

apresente pelo menos uma dimensão na escala de nanômetros (LISBOA-FILHO & 

MONTEIRO, 2013; NNI, 2013). 

Estruturas nessa escala apresentam propriedades funcionais únicas, grande 

versatilidade e permitem novas aplicações, que muitas vezes, não são possíveis 

trabalhando com materiais na escala macro (CHAU et al., 2007; NNI, 2013; KRUG, 

2014).  

As nanopartículas de óxidos metálicos fazem parte dos principais tipos de 

nanopartículas sintetizadas pelo homem e incluem os óxidos de cobre, zinco, níquel, 

ferro, dióxido de titânio, entre outros. A NP de óxido de cromo III (Cr2O3 NP), 

especificamente, pode ser utilizado para pigmentação verde (BROCK et al., 2000; 

GIBOT e VIDAL, 2010) para aumentar a resistência ao desgaste (KITSUNAI et al., 

1991; LIU et al., 2009) e para proteção térmica (BERDAHL, 1995) entre outros usos 

dependendo do tamanho das nanopartículas (KAWABATA et al., 1995; MEDEIROS, 

2007). 

Por apresentarem tamanho muito reduzido, podem fornecer superfícies aptas 

para adsorverem e transportar tóxicos em água marinha, principalmente, pelo fato 

da salinidade poder alterar as características da superfície de nanomateriais, como 

por exemplo, a capacidade de aglomeração, além de propriamente gerar toxicidade 

(MOORE, 2006). Sendo assim é importante realizar uma maior investigação para 

avaliar o comportamento e as propriedades de ligação de nanopartículas em água 

marinha.  
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A ecotoxicologia é geradora de conhecimento básico e essencial que pode 

subsidiar a formulação de dispositivos legais, normas, programas e diretrizes para 

lidar com questões de risco ecotoxicológico, potencial ou real, determinado pelo uso 

e pelo lançamento de diversas substâncias no meio ambiente (FERNICOLA et al., 

2004). Aragão e Araújo (2006) descrevem testes com Mysidopsis juniae (Silva, 

1979) para avaliação ecotoxicológica de águas marinhas. Resgalla Júnior e Laitano 

(2002) citam que, considerando a concentração letal mediana (CL50), de forma geral, 

os misidáceos são organismos-teste sensíveis. 

 O interesse da ecotoxicologia sobre os nanomateriais vem aumentando 

devido à expansão na comercialização de produtos nanoestruturados de tal maneira 

que, conhecer e avaliar os riscos causados aos sistemas aquáticos é de 

fundamental importância. Neste contexto, os resultados em sistemas aquáticos, por 

sua vez, podem ser considerados para representar possíveis perigos que o meio 

ambiente e a humanidade de uma maneira geral está sendo exposta 

(PASCHOALINO et al., 2010). Segundo Blinova et al., (2010), os testes 

ecotoxicológicos são indispensáveis na avaliação dos riscos ao meio ambiente 

provocados por nanopartículas sintéticas.  

Estudos de toxicidade e de ecotoxicidade de partículas cujos componentes 

são considerados atóxicos em escala macro ou microscópica, tornaram-se 

necessários pela mudança nas propriedades deste material quando em escala nano, 

tais como, a rápida mobilidade no ambiente e nos organismos, sendo que, as rotas 

de exposição de um nanomaterial no ambiente são através da atmosfera, do solo, 

sedimento e nos sistemas aquáticos (PASCHOALINO et al., 2010). Alguns 

trabalhos, neste sentido, procuram contribuir para elucidar o comportamento 

toxicológico de nanopartículas, como por exemplo, o estudo de Perreault et al., 

(2012), Vaz (2013), Melegari et al., (2013), Lalau et al., (2014), Rossetto et al., 

(2014), Tavares et al., (2014) entre outros. 

Avaliar a toxicidade simulando o ambiente marinho e com organismos 

marinhos é importante, considerando que atualmente chegam ao mar, direta ou 

indiretamente, muitas substâncias possivelmente tóxicas e com potencial para 

prejudicar a cadeia trófica deste ambiente, dentre elas, mais recentemente, as 

nanopartículas.  

Assim, o tema do presente estudo irá contribuir com o fornecimento de 

dados em relação à toxicologia da NP de óxido de cromo III, quando dispersas em 
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meio marinho reconstituído para auxiliar nas tomadas de decisão associadas à 

nanotecnologia, buscando ainda, respostas sobre o mecanismo de toxicidade 

envolvido na interação das NP Cr2O3 com um sistema biológico.  

Além disso, o Programa Internacional de Segurança revelou que o Cr (VI) 

causou vários danos genéticos em testes de mutagenicidade de curto prazo (WHO, 

1988), o que reforça a importância da realização deste estudo devido ao possível 

envolvimento destes íons no mecanismo de toxicidade das NP Cr2O3.  

Neste contexto, e parte integrante do projeto de financiamento do CNPq 

número 17/2011 através da Rede Cooperativa de Pesquisas em Nanotoxicologia 

Aplicada a Nanopartículas de interesse da indústria petrolífera e de tintas (Rede 

NANOTOX), coordenada pelo Professor Dr. William Gerson Matias, junto ao 

Laboratório de Toxicologia Ambiental (LABTOX) da Universidade Federal da Santa 

Catarina, em parceria com a Université de Bordeaux (França), a L'Université du 

Québec à Montréal (Canadá), a Rice University (Estados Unidos), a Universidade 

Federal de São Paulo (UNIFESP) e a Universidade da Região de Joinville 

(UNIVILLE), o presente trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade da NP Cr2O3 

em AMR através de ensaios toxicológicos agudos e crônico utilizando o 

microcrustáceo marinho Mysidopsis juniae. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



16 

 

2. OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

 Avaliar a toxicidade da NP Cr2O3 em AMR através de ensaios toxicológicos 

agudos e crônico utilizando o microcrustáceo marinho Mysidopsis juniae. 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

 Caracterizar as NP Cr2O3 em diferentes meios;  

 Avaliar a toxicidade aguda de NP Cr2O3 sobre o organismo teste; 

 Avaliar os efeitos tóxicos da NP Cr2O3 sobre a biometria, mortalidade e 

natalidade em teste crônico e transgeracional utilizando o microcrustáceo 

Mysidopsis juniae; 

 Quantificar os íons Cr (III), Cr (VI) e o cromo total nas concentrações de NP 

Cr2O3 utilizadas nos testes agudos e no crônico. 
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3. REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

3.1 NANOTECNOLOGIA E NANOMATERIAIS 

 

 

 A nanotecnologia tem aberto inúmeras oportunidades para o 

desenvolvimento de novos produtos com características específicas, muitas vezes, 

consideradas superiores aos materiais convencionais, pois envolve a criação e 

manipulação de materiais em níveis de nanoescala (HUSSAIN et al., 2005; 

FERREIRA & RANGEL, 2009; SILVA, 2010), sendo focada em caracterização, 

fabricação, manipulação e aplicação de estruturas biológicas e não biológicas na 

escala nanométrica (SAHOO et al., 2007).  

O mundo está vivenciando uma extraordinária expansão da nanotecnologia 

através de disciplinas tão diversas como os nanomateriais, nanoeletrônica, 

nanobiotecnologia entre outros, assim como tem surgido um grande número de 

produtos comerciais e aplicações em nanoescala. A inovação em nanotecnologia 

tem sido alimentada pelo grande investimento em pesquisa pelos setores públicos e 

privado (RASHBA & GAMOTA, 2003).  

Entre 2000 e 2007, o governo brasileiro já fez investimentos de 160 milhões 

de reais em pesquisas sobre nanotecnologia e que podem ultrapassar os 320 

milhões de reais quando somados aos do setor privado. Esses investimentos se 

devem principalmente aos interesses que o país tem nas áreas de produtos 

farmacêuticos, químicos e de cosméticos (ABDI, 2010). 

Os nanomateriais podem ser definidos como materiais cujos tamanhos das 

partículas que os constituem encontram-se na faixa dos nanômetros e dentre os muitos 

nanomateriais pode-se citar os nanotubos de carbono, as nanopartículas metálicas, 

nanopartículas de óxido de metais de transição, nanoemulsões e os mais diferentes 

tipos de nanocompósitos (ZARBIN, 2007).   

As nanopartículas estão presentes em uma variedade de produtos que 

incluem equipamentos esportivos, protetores solares, cosméticos, entre outros 

(ROBERTSON et al., 2010), suas aplicações são amplas e vão desde a fabricação 

de produtos eletrônicos a tratamentos médicos (BAROLI, 2010), são também 

utilizados em revestimentos anti-incrustantes (ISAZA et al., 2011; PERREAULT et 
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al., 2012), processos de tratamento da água por adsorção (NOWACK & BUCHELI, 

2007) entre outros. São vistas como materiais com grande potencial de aplicação 

em diversas áreas e atraem rapidamente grandes investimentos do setor privado e 

governamental (ROYAL SOCIETY AND ROYAL ACADEMY OF ENGINEERING, 

2004; PISCOPO et al., 2014). A Figura 1, ilustra diferentes elementos e suas escalas 

de tamanho, dentre eles, os nanotubos de carbono. 

 

 

Figura 1. Representação de algumas escalas de medidas.  
Fonte: TOMA (2004). 

 

 

O comportamento das partículas é influenciado pelo tamanho da partícula, 

forma, carga de superfície e a presença de outros materiais no meio. As 

nanopartículas tendem a agregar em água do mar e são muito influenciadas pelo 

tipo específico de material orgânico ou outras partículas naturais (coloides) 

presentes na água doce (HANDY et al., 2008).  

 

 

3.1.1 Cromo e nanopartículas de óxido de cromo 

 

 

O cromo é o sétimo metal e o 21º elemento mais abundante no planeta e foi 

descoberto no ano de 1765 na Rússia, pelo zoólogo Peter Simon Pallas, entretanto, 

o elemento só foi isolado em 1797 pelo químico francês Louis Nicolas Vauquelin, 
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enquanto realizava ensaios com o mineral crocoita (PbCrO4), facilmente encontrado 

na Rússia (SILVA, 2001). 

O nome cromo deriva da palavra grega chroma, que significa aquilo que 

apresenta cor, fazendo referência as distintas colorações em que são empregadas o 

metal, sendo estas verdes, azul, amarelo, laranja, dependendo do seu estado de 

oxidação (LEE, 1980; SILVA, 2001; VAITSMAN, 2001). 

Em 1820, o dicromato de potássio já era utilizado como pigmento na indústria 

têxtil, e, desde, 1879, o minério cromita era rotineiramente utilizado na fabricação de 

refratários produzidos em altas temperaturas (ARFSTEN et al., 1998). 

Naturalmente, o cromo é encontrado em rochas, animais, plantas, solo, 

poeiras e névoas vulcânicas, geralmente no estado trivalente, já que a ocorrência do 

estado hexavalente pode ser praticamente atribuída as atividades humanas 

(emissões decorrentes da fabricação de cimento, construção civil, soldagem de ligas 

metálicas, fundições, manufaturas de aço e ligas, galvanoplastia, lâmpadas, minas, 

resíduos urbanos e industriais, curtumes, fertilizantes e outros) (ATSDR, 2000; 

WHO, 1988; SCHIRMER, 2009). 

O cromo ocorre nos estados de oxidação -2 a +6, entretanto, somente o Cr 

(0), Cr (II), Cr (III) e Cr (VI) são os mais comuns. Com relação a toxicidade para os 

homens, somente as formas (III) e (VI) são importantes (WHO, 1988). 

As funções bioquímicas e os efeitos do cromo são dependentes do seu 

estado de oxidação, pois enquanto o Cr (VI) é tóxico por ser um agente 

carcinogênico, o Cr (III) é considerado um nutriente essencial para os humanos 

ainda que podendo apresentar alguma toxicidade (MANZOORI, 2007). A toxicidade 

biológica do Cr (III) é estimada em 10 a 100 vezes inferior à dos compostos 

hexavalentes (FERGUSON, 2012). 

O estudo de Milacic & Stupar (1995) demonstra que o Cr (III), se mantido com 

umidade natural pode ser oxidado a Cr (VI). A toxicidade está mais comumente 

associada aos compostos hexavalente, porém, foram observadas fatalidades após a 

ingestão de compostos de ambos os tipos, e a sensibilidade cutânea provavelmente 

está associada com a forma trivalente.  

Quanto à toxicocinética dos compostos cromo é variável conforme seu estado 

de oxidação. O Cr (VI) penetra facilmente nas células humanas, enquanto o Cr (III) 

pode ser absorvido por difusão passiva ou fagocitose. Uma vez absorvido, o Cr é 
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transportado para vários órgãos e tecidos, sendo que o Cr (III) liga-se a proteínas 

séricas (SILVA, 2001; ATSDR, 2000). 

As NP Cr2O3, por sua vez, possuem uma grande variedade de aplicações, 

dependendo do seu tamanho (KAWABATA et al., 1995; MEDEIROS, 2007; GUPTA 

et al., 2014). São utilizadas na desidrogenação (reação química que elimina o 

hidrogênio) de parafinas leves (ZHU et al., 2003) e em diversas áreas como 

catalisadores (ZHANG et al., 2004). Além das aplicações mais conhecidas como 

resistência ao desgaste (KITSUNAI et al., 1991) e proteção térmica (BERDAHL, 

1995) partículas de óxido de cromo com tamanho menor que 50 nm podem ser 

usadas como corantes transparentes e partículas ainda menores são necessárias 

para melhorar as propriedades de sinterização (KAWABATA et al., 1995; 

MEDEIROS, 2007). 

 

 

3.1.2 Caracterização de nanomateriais e nanopartículas para estudos de toxicidade 

 

 

 A caracterização adequada do nanomaterial é fundamental, já que a sua 

influência sobre a atividade biológica pode ser alterada com a variação de algumas 

propriedades físico-químicas. Nesta caracterização, alguns parâmetros como o 

tamanho médio das partículas, a área e a composição química superficial, são 

fundamentais. Quanto ao tamanho, o principal problema é que raramente uma 

partícula será encontrada no ambiente em sua forma primária e isolada, mas sim 

formando aglomerados que podem variar de tamanho (> 100 nm), em meio aquático, 

por exemplo, pela mudança das condições ambientais como força iônica e pH 

(PASCHOALINO et al., 2010). Algumas das principais metodologias para 

caracterização de nanopartículas que podem auxiliar na interpretação dos resultados 

toxicológicos são descritas a seguir. 

 A Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) permite caracterizar de 

forma local e simultânea, a morfologia, cristalografia e composição química dos 

materiais em geral e é uma das principais ferramentas para realizar a caracterização 

de nanomateriais (WILLIAMS & CARTER, 2009). As imagens geradas permitem 
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também a visualização da dispersão das NP na matriz utilizada, sendo possível 

avaliar se existe a formação de aglomerados ou se as NP se mantém isoladas. 

A Figura 2 refere-se a NP Cr2O3 visualizadas em Microscópio Eletrônico de 

Transmissão.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Imagens obtidas por MET de NP Cr2O3 dispersas em água ultrapura. 
Fonte: Puerari, 2014. 
 

 

O Microscópio Eletrônico de Varredura (MEV), por sua vez, se tornou um 

instrumento imprescindível nas mais diversas áreas devido ao desenvolvimento de 

novos materiais, por exemplo, nanomateriais, que têm exigido informações muito 

detalhadas das características microestruturais. Conhecendo as características da 

amostra, neste equipamento, é possível se trabalhar com melhores ajustes para 

obtenção de melhores imagens quando se tem disponíveis, por exemplo, diferentes 

filamentos para obtenção de maior brilho, como o canhão de emissão de campo, 

conhecido como MEV-FEG (MALISKA, 2011). Por meio do microscópio eletrônico de 

varredura é possível visualizar a superfície de amostras volumosas e obter imagens 

de superfícies polidas ou rugosas, com grande profundidade de campo e alta 

resolução, fácil interpretação das imagens com aparência tridimensional. Possui 

grande aceitação devido a sua ampla gama de utilização e um mínimo de 

preparação das amostras (MANNHEIMER, 2002).  

O Potencial Eletrocinético em Sistemas Coloidais, mais conhecido como 

Potencial Zeta (Pz), é o potencial existente entre a superfície das partículas e do 

líquido de dispersão que varia de acordo com a distância a partir da superfície de 

cada partícula (MALVERN, 2004; BEDÊ, 2010). Os valores encontrados de Pz 
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indicam se as partículas em um líquido tendem a permanecer aglomeradas ou não e 

consequentemente fornecem informações sobre a estabilidade das partículas no 

meio onde estão, podendo variar bastante dependendo das características da matriz 

de dispersão (MALVERN, 2004). É um importante método de análise para 

nanopartículas devido a grande tendência de aglomeração das NP e de mudanças 

no seu comportamento, por exemplo, em meio salino.  

Já o tamanho ou diâmetro hidrodinâmico é utilizado para determinar o 

tamanho das partículas agregadas ou não no meio de dispersão onde se encontram. 

É o diâmetro da esfera que se difunde na mesma velocidade da partícula a ser 

medida (MALVERN, 2004), parâmetro indispensável na análise do tamanho dos 

possíveis aglomerados de NP. 

Outra metodologia que pode ser utilizada para elucidar o comportamento das 

NP e possivelmente facilitar o entendimento da resposta toxicológica é a 

espectrometria de absorção atômica. A espectroscopia atômica refere-se a 

fenômenos envolvendo os elétrons de valência, abrangendo a região do espectro 

Visível e Ultra Violeta, entre 800 e 180 nm, é uma técnica analítica bem estabelecida 

e que, quando comparada à colorimetria, por exemplo, apresenta melhor 

seletividade e robustez na análise elementar (GINÉ, 1998; COSTA & ARAUJO, 

2001). É uma das técnicas mais utilizadas na quantificação de metais, possui bom 

limite de detecção e pode ser utilizada quase que na totalidade das matrizes 

ambientais (COSTA & ARAUJO, 2001), facilitando, assim, após preparação 

adequada da amostra a quantificação de íons metálicos que possam vir a se formar 

a partir de nanopartículas em determinada matriz de dispersão. 

 

 

3.1.3 Poluição aquática por nanomateriais e nanopartículas  

 

 

Ao longo da história da humanidade, a qualidade da água sempre foi um fator 

determinante do bem-estar, não somente do ser humano, mas como de todos os 

organismos. Uma das preocupações constantes sobre a segurança da água envolve 

a presença em potencial de poluentes químicos, incluindo compostos orgânicos, 

inorgânicos e metais, provenientes da indústria, centros urbanos e agricultura 

(MANAHAM, 2013).  
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Os compostos tóxicos que alcançam, direta ou indiretamente, os mares com 

consequente acúmulo no ambiente marinho têm causado desequilíbrios neste 

ecossistema, especialmente porque grandes centros urbanos estão localizados no 

litoral (VIEIRA, 2004). É limitado o conhecimento dos potenciais efeitos poluentes e 

logo, tóxicos dos nanomateriais, incluindo as suas consequências para o ambiente 

aquático (MANAHAN, 2013).  

As mesmas características que tornam as nanopartículas interessantes do 

ponto de vista de aplicação tecnológica podem também ser indesejáveis quando 

estas são liberadas ao meio ambiente. O pequeno tamanho das nanopartículas 

facilita sua difusão e transporte na atmosfera, em águas e em solos, ao passo que 

dificulta sua remoção por técnicas usuais de filtração. Pode facilitar, também, a 

entrada e o acúmulo de nanopartículas em células vivas (QUINA, 2004). De modo 

geral, sabe-se muito pouco ou nada sobre a biodisponibilidade, biodegradabilidade e 

toxicidade de novos nanomateriais (PISCOPO et al., 2014). 

Pouco se sabe sobre o comportamento futuro das nanopartículas no ambiente 

aquático e vários são os questionamentos que devem ser respondidos, como por 

exemplo, o que acontece quando as nanopartículas se ligam em outros 

componentes? Existe sinergismo do efeito tóxico? Quais são as rotas de absorção 

das nanopartículas neste meio? No ambiente aquático, as mudanças nas 

características das nanopartículas são fatores decisivos em sua toxicidade aos 

organismos aquáticos? (MOORE, 2006). O risco toxicológico das nanopartículas no 

ambiente é, até o momento, difícil de avaliar devido à falta de conhecimento sobre 

os mecanismos de interação com sistemas biológicos (PERREAULT et al., 2012). 

 

 

3.1.4 Impactos dos nanomateriais e nanopartículas na saúde humana 

 

 

A contaminação dos nanomateriais se dá por diversas vias, sendo as 

principais: absorção no nível celular, inalação, ingestão e assimilação através de 

superfícies epiteliais externas (PASCHOALINO et al., 2010). 

Além dos perigos ao meio ambiente, a exposição aos poluentes ambientais é 

reconhecida como um importante fator de risco para a ocorrência das internações 

hospitalares (NASCIMENTO et al., 2006). As preocupações em vários grupos sociais 
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(governo, ativistas ambientais, cientistas, público em geral, etc.) sobre a segurança 

de nanopartículas vem aumentando consideravelmente (WIECHERS & MUSEE, 

2010). 

Há um número crescente de utilizações comerciais de nanopartículas e, 

consequentemente, um maior contato diário das nanopartículas com pessoas, 

aumentando o potencial de absorção através da pele. Recentes estudos em animais 

e humanos têm procurado documentar a segurança dos nanomateriais de consumo 

(ROBERTSON et al., 2010). 

As nanopartículas podem entrar no corpo através dos pulmões e dos 

intestinos, sendo a penetração através da pele menos evidente e dependente das 

propriedades como tamanho e superfície das partículas. Entretanto, deve-se dar 

importância a esta via de contaminação, principalmente, por ser a principal quando 

considerado o contato do ser humano com alguma matriz líquida contaminada 

(HOET et al., 2004). 

Os problemas ambientais podem ser extrapolados para problemas de saúde, 

uma vez que os seres humanos e as sociedades são afetados em várias dimensões 

(FREITAS, 2003).  

Portanto, o enorme crescimento da nanotecnologia tem estimulado os 

temores de aumento das taxas de algumas doenças (BYRNE & BAUGH, 2008). A 

gravidade das consequências toxicológicas merece uma análise mais aprofundada 

dos efeitos das nanopartículas em seres humanos, possíveis tratamentos, mais rigor 

das normas de utilização e padrões de concentrações toxicológicas aceitáveis 

devem ser estabelecidos (BYRNE & BAUGH, 2008; MATHIAS et al., 2014).  

 

 

3.1.5 Nanomateriais e legislação específica  

 

 

Esforços partem tanto do governo, como da iniciativa privada para avaliar 

riscos relacionados a manipulação de nanomateriais. Internacionalmente, a OCDE - 

Organização para a Cooperação Econômica e Desenvolvimento – busca apresentar 

soluções para riscos a saúde humana e as implicações de segurança ambientais 

associados com o uso de nanomateriais manufaturados (OECD, 2006). 
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No âmbito nacional, o Brasil conta com o CIN - Comitê Interministerial de 

Nanotecnologia, de responsabilidade do MCTI (Ministério da Ciência, Tecnologia e 

Inovação) tendo a finalidade de assessorar os ministérios na integração da gestão, 

na coordenação e no aprimoramento das políticas, diretrizes e ações voltadas ao 

desenvolvimento das nanotecnologias no Brasil (PORTAL BRASIL, 2014). 

Em 2013, o MCTI lançou a IBN – Iniciativa Brasileira em Nanotecnologia, um 

conjunto de medidas para criar, integrar e fortalecer as atividades do setor, com foco 

na inovação. No lançamento, a IBN contou com investimento de R$ 440 milhões 

para fortalecer as ações na área de nanotecnologia. Com a IBN, o governo busca 

aproximar a infraestrutura acadêmica e as empresas, fortalecendo as relações entre 

pesquisa, conhecimento e setor privado. Uma das ações propostas é a 

reestruturação do Sistema de Laboratórios em Nanotecnologia (SisNano), composto 

por unidades especializadas de laboratórios direcionados a pesquisa, 

desenvolvimento e inovação em nanociências e nanotecnologia (BRASIL, 2013). 

Em agosto de 2014, o Brasil passou a integrar o Projeto europeu NanoReg, 

que visa dar suporte técnico e científico a todas as questões de regulação em 

nanotecnologia. O NanoReg é coordenado pelo ministério de Infraestrutura e Meio 

Ambiente da Holanda, envolvendo 64 instituições, em 16 países europeus, além da 

Austrália, Canadá, Coreia do Sul, Estados Unidos e Japão (PORTAL BRASIL, 

2014). 

Quanto a normatização em relação a escala nanométrica, destacam-se a 

ISO/TR 13014:2012 que fornece orientação para a caracterização físico-química de 

objetos em escala nanométrica produzidos para fins comerciais antes da avaliação 

toxicológica. Este relatório técnico busca ajudar cientistas, profissionais de saúde e 

especialistas de outras disciplinas para compreender, planejar, identificar e abordar 

a caracterização físico-química que é relevante, de tais materiais, antes de realizar 

ensaios toxicológicos sobre eles (ISO, 2012). 

A ISO/TR 16197:2014 fornece uma compilação e descrição de métodos in 

vitro e in vivo que podem ser úteis para a toxicologia e ecotoxicologia, incluindo o 

rastreio de nanomateriais artificiais e manufaturados, fornecendo uma indicação dos 

potenciais resultados adversos e efeitos sobre a saúde humana ou para o ambiente 

(ISO, 2014). 

Contudo, mesmo com todas as ações e esforços na área, infelizmente, 

apesar do rápido e intenso avanço de materiais em escala nanométrica, não há 
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ainda, em esfera nacional e mundial uma legislação específica que estabeleça 

limites de segurança das nanopartículas em relação ao meio ambiente e ao ser 

humano. Faz-se necessária uma atitude antecipadora a esses riscos através de 

práticas e políticas, como leis e mecanismos de controle (COSTA, 2014; 

ENGELMANN e PULZ, 2015). 

 

 

3.2 TOXICOLOGIA AMBIENTAL 

 

 

A toxicologia pode ser dividida didaticamente em cinco grandes áreas: 

Toxicologia Ambiental, de Alimentos, de Medicamentos e Cosméticos, Ocupacional 

e Social (CHASIN & PEDROZO, 2004).  

Em comparação com outros campos de estudo, toxicologia ambiental é um ramo 

relativamente jovem da ciência. A toxicologia ambiental é uma ciência multidisciplinar 

que engloba diversas áreas de estudo que incluem biologia, química, anatomia, 

genética, fisiologia, epidemiologia, estatística e direito (YU, 2005).  

Chasin & Pedrozo (2004) defendem que, a toxicologia ambiental e a 

ecotoxicologia são sinônimos utilizados para descrever o estudo dos efeitos 

adversos causados aos organismos vivos pelas substâncias químicas presentes no 

meio ambiente. 

Entretanto, Matias (2005) define a toxicologia como a ciência responsável em 

estudar os efeitos tóxicos sobre os organismos de maneira individual; e a 

ecotoxicologia – uma subdivisão da toxicologia ambiental – o impacto sobre os 

ecossistemas ou populações de organismos. 

A definição original de ecotoxicologia está, geralmente, atribuída a Truhaut 

(1977). Ele a definiu como o ramo da toxicologia que estuda os efeitos tóxicos 

causados por poluentes naturais ou sintéticos em ecossistemas animais 

constituintes de substâncias, incluindo os seres humanos, plantas e micro-

organismos em um contexto integrado (FORBES & FORBES, 1997). 

A ecotoxicologia é geradora de conhecimento básico e essencial para 

enfrentar questões de risco ambiental, potencial ou real (FERNICOLA et al., 2004). 

Atualmente, os ensaios ecotoxicológicos também têm sido utilizados como uma 

importante ferramenta na avaliação da qualidade ambiental (IHARA et al., 2010). 
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3.2.1 Nanotoxicologia  

 

 

Com a crescente necessidade do conhecimento dos riscos potenciais dos 

compostos nanoestruturados diretamente relacionados à saúde humana, surgiu o 

termo nanotoxicologia, que tem como objetivo estudar e avaliar a toxicidade de 

nanomateriais e nanodispositivos diretamente em contato com o homem 

(PASCHOALINO et al., 2010).  É o estudo das interações das nanoestruturas com 

sistemas biológicos, com ênfase na elucidação da relação entre as propriedades 

físicas e químicas (por exemplo, tamanho, forma, composição e agregação) de 

nanoestruturas com a indução de respostas biológicas tóxicas (FISCHER & CHAN, 

2007). 

 O termo nanoecotoxicologia, por sua vez, é utilizado para descrever estudos 

que avaliam e/ou determinam os efeitos de nanomateriais ao ambiente 

(SCHERINGER, 2008). 

 

 

3.2.2 Testes de toxicidade aguda e crônica 

 

 

Os testes de toxicidade consistem na determinação do potencial tóxico de um 

agente químico ou de uma mistura complexa, sendo os efeitos desses poluentes 

mensurados pela resposta dos organismos, ou partes específicas destes (CHASIN & 

PEDROZO, 2004; ROCHA et al., 2004). 

O uso da ecotoxicologia como ferramenta em análises de impacto ambiental 

vem sendo utilizado no Brasil desde a década de 70, primeiramente implantado pela 

CETESB utilizando organismos de água doce e somente 10 anos depois foram 

realizados os primeiros ensaios com espécies marinhas e estuarinas (RESGALLA 

JÚNIOR & LAITANO, 2002). 

O princípio básico para todos os ensaios de toxicidade é semelhante e requer 

condições ambientais específicas, onde organismos-teste são expostos a várias 

concentrações da amostra a ser testada por um determinado período de tempo. 

Após o período de teste, verifica(m)-se o(s) efeito(s) da amostra sobre alguns 

parâmetros biológicos, como mortalidade, crescimento, reprodução, comportamento 
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dos organismos, dentre outros. Os efeitos observados são analisados 

estatisticamente e os resultados são expressos em unidades numéricas, tais como: 

concentração letal (CL50), concentração efetiva (CE50), concentração de efeito não 

observado (CENO), entre outros (ARAGÃO & ARAÚJO, 2006). 

O ensaio de toxicidade aguda permite traçar uma relação direta entre a 

concentração de exposição de um agente e a intensidade de efeitos nocivos 

observados; calcular uma concentração letal (geralmente, expressa como qual a 

concentração necessária para provocar a morte de 50% dos organismos em um 

determinado tempo, CL50) e estabelecer comparações de toxicidade entre 

substâncias e diferentes espécies (VIEIRA, 2004; MAGALHÃES & FERRÃO-FILHO, 

2008). No Brasil, os testes de toxicidade aguda vêm sendo empregados, 

principalmente, no monitoramento de efluentes industriais com o intuito de minimizar 

o impacto ambiental e avaliar a eficiência de opções de tratamento (MAGALHÃES & 

FERRÃO-FILHO, 2008). 

Os testes de toxicidade crônica são utilizados para medir os efeitos de 

substâncias tóxicas em espécies durante uma parte significativa do seu ciclo de 

vida. É possível avaliar os efeitos subletais de agentes tóxicos na reprodução, 

crescimento e comportamento dos organismos devido às perturbações fisiológicas e 

bioquímicas causadas por determinados agentes (ADAMS & ROWLAND, 2002). 

 

 

3.2.2.1 Organismos utilizados para testes 

 

 

 A exposição aos contaminantes pode ocasionar a mortalidade de diversos 

organismos, causar alterações de comportamento, reprodução e inibições de 

crescimento. Estas alterações podem danificar a estrutura da população e resultar 

em potenciais impactos nas interações de diferentes cadeias alimentares 

(HOFFMANN et al., 1995).  

Os bioindicadores de poluição aquática são organismos que vivem, ou estão 

intimamente associados a ambientes hídricos e fornecem evidências de poluição 

(MANAHAM, 2013). A utilização de testes de toxicidade em animais permite 

entender o mal que a toxina pode causar ao organismo e deduzir o nível do impacto 

ambiental, dependendo da toxicidade e os mecanismos de toxicidade envolvidos. A 
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padronização dos animais e de testes varia entre os países, e há muitas espécies 

validadas. Geralmente, as espécies são abundantes, importante na cadeia alimentar 

e são sensíveis a mudanças no meio ambiente (RESGALLA JÚNIOR & LAITANO, 

2002). 

No Brasil, a ABNT e a CETESB validam os métodos com animais e testes 

toxicológicos. Utilizando estes protocolos padrões é possível comparar o efeito de 

diferentes compostos à mesma espécie ou analisar a sensibilidade das diferentes 

espécies expostas para um mesmo composto (RESGALLA JÚNIOR & LAITANO, 

2002).  

Dentre os vários organismos que podem ser utilizados em ensaios de 

toxicidade estão os misidáceos, que são organismos muito semelhantes a pequenos 

camarões. Apresentam corpo alongado, com tamanho que varia de 2 a 30 mm de 

comprimento e sua principal característica é a presença de um marsúpio ventral 

(RUPPERT & BARNES, 2005; ABNT, 2011). Possuem olhos pedunculados, 

carapaça incompleta, abdômen distinto do cefalotórax. Algumas espécies vivem em 

água doce, mas a maioria é marinha, são encontradas em todas as profundidades e 

podem estar em grandes grupos (RUPPERT & BARNES, 2005).  

Apresentam manuseio em laboratório bem estabelecido, ciclo de vida curto, 

pequeno tamanho e sensibilidade a diversas substâncias tóxicas (NIMMO e 

HAMAKER, 1982). Os misidáceos são reconhecidos por serem organismos com 

grande potencial reprodutivo, de fácil aquisição e manutenção e com testes que 

apresentam boa reprodutibilidade (OLIVEIRA et al., 2006), características estas que 

favorecem a sua utilização em testes de toxicidade. A Figura 3 apresenta 

exemplares de ambos os sexos de Mysidopsis juniae (Silva, 1979). 

 

 

Figura 3: Exemplares de Mysidopsis juniae. (a) Fêmea com destaque para o formato do marsúpio (b) 
macho. Fonte: VAZ (2012). 
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Os misidáceos são omnívoros, capazes de se alimentar de pequenas 

partículas retiradas da superfície de seu próprio corpo, se necessário e de capturar 

organismos planctônicos (RUPPERT & BARNES, 2005). 

Estudos ecotoxicológicos com misidáceos são relevantes, pois misidáceos 

constituem um dos componentes da dieta de várias espécies de peixes, por sua vez, 

utilizados para consumo humano. Qualquer contaminação dos misidáceos 

(consumidor primário) pode acarretar consequências para o ecossistema quando 

considerado sua importância na cadeia trófica (EVANS et al., 1982). 

 

 

3.2.2.2 Mysidopsis juniae  

 

 

O organismo Mysidopsis juniae, organismo objeto de estudo deste trabalho 

possui a seguinte classificação filogenética (RUPPERT & BARNES, 2005): 
 

Reino Animalia  

       Filo Arthropoda  

               Subfilo Crustacea  

              Classe Malacostraca  

                       Subclasse Eumalacostraca  

                               Superordem Peracarida  

                                        Ordem Mysidacea  

                                                 Família Mysidae  

                                                       Gênero Mysidopsis  

                                                             Espécie Mysidopsis juniae (Silva, 1979).  

 

 

A principal característica morfológica para a distinção da espécie é o formato 

do telson (Figura 4) – estrutura quitinosa presente na extremidade do último 

segmento do corpo – que apresenta um tubérculo distal no ápice (STORER, 2007; 

ABNT, 2011).  
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Figura 4: Formato do télson de Mysidopsis juniae (Silva7, 1979). 
Fonte: BADARÓ-PEDROSO et al., (2002). 

 

 

São organismos de hábitos epibênticos, conhecido por ser predador de outros 

crustáceos, como os copépodos, e por ser filtrador de diatomáceas. Podem 

apresentar também comportamento de canibalismo, dependendo da situação 

ambiental, como as de estresse, ou na grande escassez de alimento. Sua 

reprodução é sexuada e seus ovos são armazenados em uma bolsa incubadora, 

onde emergem os organismos jovens (DOMINGUES & BERTOLETTI, 2006). M. 

juniae tem ocorrência registrada nos estados de São Paulo e Rio de Janeiro (ABNT, 

2011). 

A metodologia para sua utilização como organismo-teste em testes de 

toxicidade aguda foi padronizada pela CETESB (1992) e ABNT 15.308:2011 (ABNT, 

2011). 
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4. METODOLOGIA 

 

 

4.1 ORIGEM DA REDE COOPERATIVA DE PESQUISAS EM NANOTOXICOLOGIA 

E IMPORTÂNCIA DO PRESENTE ESTUDO 

 

 

 Atendendo a chamada MCTI/CNPq Nº 17/2011 – Apoio à criação de redes 

cooperativas de pesquisa e desenvolvimento em Nanotoxicologia e 

Nanoinstrumentação o professor Dr. William Gerson Matias – UFSC, submeteu e 

teve o projeto intitulado Rede cooperativa de pesquisas em nanotoxicologia aplicada 

a nanopartículas de interesse da indústria petrolífera e de tintas (Rede NANOTOX) 

aprovado.  

A rede de pesquisa é coordenada pelo prof. William, que através da 

realização do doutorado na Université de Bourdeax II pode desenvolver a área de 

Toxicologia ambiental na UFSC e desde então, firmar diversas parcerias com outras 

instituições, nacionais e internacionais, dentre estas a Universidade da Região de 

Joinville - UNIVILLE, cooperando inclusive na formação doutoral de professores da 

UNIVILLE.    

Tal rede de cooperação já possibilitou a formação de mestres e doutores e 

resultou em diversos estudos em nanotoxicologia publicados, dentre eles, Tavares et 

al., (2014), Rosseto et al., (2014); Melegari et al., (2013), Perreault et al., (2012) e o 

artigo de Vaz, et al., (2013) intitulado Assessment of chronic toxicity in water samples 

from the Babitonga Bay – south of Brazil – using transgenerational testing 

with Mysidopsis juniae resultante da tese de doutorado do prof. Cleiton Vaz da 

UNIVILLE. 

Dentro deste contexto, e complementando outros trabalhos que foram, ou 

estão sendo realizados pela rede NANOTOX encontra-se o presente estudo, 

buscando assim auxiliar na elucidação da toxicidade de nanopartículas que são de 

interesse para a indústria petrolífera e de tintas. 
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4.2 ABORDAGEM METODOLÓGICA E EXPERIMENTAL 

 

 

Para atender integralmente aos objetivos, foram realizados os procedimentos 

experimentais que podem ser visualizados na Figura 5. As NP Cr2O3 foram 

caracterizadas por diferentes técnicas com o intuito de conhecer algumas de suas 

propriedades, como por exemplo, o tamanho da partícula e verificar como se 

comportam em diferentes condições de dispersão.  

Foram executados testes de toxicidade aguda com o organismo Mysidopsis 

juniae em AMR contendo NP Cr2O3 para definição da CL50(96h) e avaliação dos 

efeitos tóxicos agudos; e teste crônico e transgeracional de exposição repetida para 

identificar se há danos ao organismo, avaliando um grande período de exposição 

e/ou danos as suas gerações futuras, também expostas as NP Cr2O3. 

Foram realizados, também, testes de sensibilidade (substância de referência: 

DSS), controle negativo (apenas AMR) e controle positivo com dicromato de 

potássio, com intuito de validar os resultados obtidos nos testes com NP Cr2O3. 

 

 
 

Figura 5: Planejamento experimental do estudo.  
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4.3 CULTIVO DE Mysidopsis juniae 

 

 

Os Mysidopsis juniae utilizados neste estudo são provenientes do cultivo 

realizado no BABTOX (Apêndice A) e são mantidos seguindo a norma ABNT NBR 

15.308 (ABNT, 2011), com adaptação sugerida por Kleine et al., (2010). 

  As condições de cultivo são apresentadas na tabela 1: 

 

 

Tabela 1. Condições de cultivo para Mysidopsis juniae no laboratório BABTOX. 

Condição Recomendação 

Sistema Semi-estático 

Troca de água (água marinha 
reconstituída (AMR) - água deionizada + 

sal marinho). 
Total e semanal 

Densidade populacional 50 mL/indivíduo adulto 

Aeração Branda e contínua 

Fotoperíodo 12 horas luz 12 horas escuro 

Proporção sexual 4 Fêmeas para 1 macho 

pH 7,8 a 8,3 

Salinidade* 32 

Temperatura 25 ±1 ºC 

Alimentação (1x dia) 
Náuplios de Artemia sp. enriquecidos 
com óleo de peixe e óleo de fígado de 

bacalhau 
Fonte: Adaptação ABNT 2011. 

* Adaptação sugerida por Kleine et al., 2010. A CETESB recomenda salinidade 35, porém para que 

as condições de cultivo sejam ideais no Laboratório de Toxicologia Ambiental da Univille – Unidade 

São Francisco do Sul, o valor utilizado é de 32. 

 

 

O controle de sensibilidade dos organismos foi realizado com o uso da 

substância de referência Dodecil Sulfato de Sódio - DSS (C12H25NaO4S), que é um 

detergente comumente utilizado no ambiente marinho na dispersão de óleos, com 

grau analítico de 99% de pureza da marca Vetec, lote 1005533, e as cartas-controle 

foram elaboradas no software Minitab 16®, a partir dos valores de CL50(96h) 
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calculados pelo método dos Probitos, no mesmo software. O teste de sensibilidade 

segue o que é determinado na norma ABNT NBR 15.308 (ABNT, 2011).  

As cartas-controle (Apêndice B) foram elaboradas e validadas, norteadas pela 

norma ABNT NBR 15.308 (ABNT, 2011) e mostram que os organismos encontram-

se em uma faixa de sensibilidade adequada já que a CL50(96h) de nenhum dos 

ensaios ultrapassou o valor de dois desvios-padrão calculados a partir da média e 

não houve a ocorrência de sete resultados consecutivos de um mesmo lado da linha 

de tendência central, o que fornece a garantia de que os organismos utilizados 

encontram-se em uma condição adequada de sensibilidade. 

O Comitê de Ética em Pesquisa da UNIVILLE (CEP) tem sua atuação baseada 

na Lei Federal N° 11.794/08, que estabelece procedimentos para o uso científico de 

animais. O microcrustáceo Mysidopsis juniae, organismo utilizado no presente 

trabalho, pertence ao filo Arthropoda, não sendo, portanto, necessária autorização 

de utilização ao Comitê, pois não se trata de um organismo do Filo Chordata. 

 

 

4.4 SÍNTESE E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS  

 

 

Foram utilizadas NP Cr2O3 sintetizadas e fornecidas pelo LABTOX/UFSC, sob 

responsabilidade da Professora Dra. Denice S. Vicentini, conforme adaptação do 

método sol-gel proposto por Bañobre-López et al., (2003) descrito a seguir e que 

pode ser visualizado na Figura 6 (TAVARES et al., 2014). 

Pesou-se em um béquer 20 g de nitrato de cromo (III) nonahidratado 

Cr(NO₃)₃9H₂O da marca Vetec, lote 1007491 em balança analítica, a este foi 

adicionado 200 mL de água ultrapura e levado para agitação rápida em agitador 

magnético durante 10 min, passado esse tempo, 8 g de hidróxido de sódio 

microperolado (NaOH) da marca Synth, lote 153993 foram lentamente adicionados e 

a agitação foi mantida por mais 10 min. Esta preparação foi distribuída em Falcons e 

levada para centrifugação em centrífuga Fanem Excelsa II Mod 206 BL durante 10 

min a 3.400 rpm. O sobrenadante foi descartado, e adicionada água ultrapura, sendo 

os centrifugados "lavados" através de agitação vigorosa, e novamente colocados 

para centrifugação. Este processo foi repetido até que o sobrenadante apresentasse 



36 

 

pH de 9 ou 10. O centrifugado foi levado à estufa por 24 horas a 90 °C. Após este 

período, todo o centrifugado foi colocado em um almofariz de ágata e, com o auxílio 

de pistilo, triturado até a obtenção de um pó fino e homogêneo, sendo então levado 

para calcinação em forno mufla (Quimis Q318M) a 400 °C. 

Todas as amostras de NP Cr2O3 foram armazenadas em temperatura 

ambiente, em frascos âmbar fechados e ao abrigo da luz. 

 

 

Figura 6: Síntese das NP Cr2O3 realizada no LABTOX/UFSC. 

 

 

4.5 PREPARO DAS SOLUÇÕES ESTOQUE 

 

 

Em um béquer, foi pesado 1 g de NP Cr2O3 em balança analítica, a este foi 

adicionado AMR (água deionizada + sal marinho da marca Red Sea Salt®) ajustado 

para salinidade 32, a fim de adequar as condições de teste com as condições de 

cultivo do Mysidopsis juniae. O conteúdo do béquer foi transferido para balão 

volumétrico de 1 L, sendo este processo repetido até que não houvesse mais 

vestígios de NP no béquer. Então, o volume de 1 L do balão foi completado também 
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com AMR 32. Após agitação manual vigorosa, a solução estoque foi transferida para 

um Erlenmeyer e levada para sonicação em ultrassonicador de ponteira Bandelin 

UW2200 utilizando ponteira mr 73 durante 10 min na potência da ponteira de 80%. A 

solução estoque foi armazenada (por no máximo 4 semanas) ao abrigo da luz sob 

refrigeração e, previamente a cada utilização desta solução estoque, o processo de 

sonicação descrito acima foi realizado. Sempre que necessário uma nova solução 

estoque foi preparada. 

 

 

4.6 CARACTERIZAÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS DE ÓXIDO DE CROMO III E 

MEIOS DE DISPERSÃO 

 

 

As NP Cr2O3 foram avaliadas por Microscopia Eletrônica de Transmissão 

(MET), utilizando o microscópio modelo JEM 1011 (JEOL Ltd. Tokyo, Japan), 

localizado no Laboratório Central de Microscopia Eletrônica (LCME) da UFSC, com o 

intuito de verificar a forma e o tamanho das NP, e se há formação de aglomerados 

após sonicação da solução estoque de 1 g.L-1 em AMR 32 e em água ultrapura. Para 

reforçar a elucidação do comportamento de dispersão das NP em água marinha, 

também foram realizadas análises em Microscopia Eletrônica de Varredura com 

Emissão de Campo (MEV-FEG), utilizando o microscópio modelo JSM 6101F (JEOL 

Ltd. Tokyo, Japan) localizado no Laboratório Central de Microscopia Eletrônica 

(LCME) da UFSC em solução estoque de 2 g.L-1 em AMR 32. 

A avaliação da estrutura cristalina das NP Cr2O3 em AMR foi realizada no 

Laboratório de Caracterização Microestrutural (LCM) do departamento de 

Engenharia Mecânica da UFSC, através do Difratrômetro de Raios-X da marca 

Phillips X’pert. Utilizou-se radiação Cu-Kα (λ = 1,54056 Å). Com o difratograma 

obtido na análise calculou-se o diâmetro médio do cristalito através da equação de 

Debye-Scherrer:  

                                      𝐷 = _𝐾∙λ_  
                                                      𝛽∙cos𝜃  
 
Onde D é o tamanho médio da partícula, ou diâmetro médio do cristalito; K é 

uma constante que depende da forma das partículas; λ é o comprimento de onda da 
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radiação eletromagnética; β é a largura na metade da altura do pico de difração e θ 

é o ângulo de difração. 

A estabilidade das NP suspensas em AMR na concentração de 25 mg.L-1 

após sonicação, foi avaliada no Laboratório de Bioenergética e Bioquímica de 

Macromoléculas, situado no departamento de Farmácia da UFSC, sendo os 

parâmetros avaliados o Potencial Zeta e o Diâmetro Hidrodinâmico no equipamento 

Zeta NanoSizer - Malvern. 

 

 

4.7 TESTES DE TOXICIDADE 

 

 

4.7.1 Controle positivo dos organismos  

 

 

O dicromato de potássio foi a substância utilizada como controle positivo 

neste estudo por ter meia vida longa e estável, estar disponível na forma pura, 

apresentar uma boa curva de concentração-resposta para o organismo e ser estável 

em solução aquosa (RESGALLA JÚNIOR & LAITANO, 2002). 

Após a realização de testes pilotos de sondagem da toxicidade baseado nas 

concentrações utilizadas no estudo com dicromato de potássio e Artemia salina de 

Resgalla Júnior & Laitano (2002), foram realizadas dez repetições de ensaios em 

triplicata utilizando o dicromato de potássio, K₂Cr₂O₇, (F. Maia, lote 28808 - 

substância conhecidamente nociva) como controle positivo, a fim de assegurar que o 

organismo utilizado neste estudo realmente possui sensibilidade a este composto, 

que tem em sua composição o elemento cromo.  

Para preparação da solução estoque de dicromato de potássio, pesou-se em 

balança analítica (Shimadzu AY 220) 200 mg de K₂Cr₂O₇, que foi colocado em um 

balão volumétrico de 1 L e seu volume completado com AMR salinidade 32 (medido 

em refratômetro Biosyntesis 211 BP). A solução foi levada para agitação branda em 

agitador magnético durante 15 min.  

Os testes seguiram o preconizado pela norma ABNT NBR 15.308 para testes 

agudos com Mysidopsis juniae. As concentrações utilizadas nestes testes foram: 0 
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(controle negativo), 7,5 mg.L1; 10 mg.L-1; 12,5 mg.L-1; 15 mg.L-1 e 20 mg.L-1. Em três 

recipientes plásticos com capacidade de 400 mL foram inseridos 10 organismos com 

1 a 8 dias de vida em um volume total de 200 mL, para cada concentração, onde os 

organismos permaneceram de maneira estática, mantidos em incubadora por 96 h, a 

25 °C, com fotoperíodo de 12 horas de luz. Os organismos foram alimentados 

diariamente com náuplios de Artemia sp. e o ensaio foi considerado válido quando a 

mortalidade no controle negativo não excedesse 10% do total de organismos 

expostos (ABNT, 2011). 

A partir da média dos dez valores de CL50(96h) calculados pelo método dos 

Probitos no software Minitab 16®, foi definida a CL50(96h) para o controle positivo, 

sendo também realizado o teste de normalidade de Anderson-Darling para 

verificação da distribuição dos resultados obtidos. 

 Em cinco testes, foi efetuada a mensuração dos parâmetros pH em pHmetro 

(Gehaka PG 2000), Oxigênio Dissolvido (OD) em sonda multiparâmetros (Hanna HI 

9146) na AMR e na solução estoque de dicromato de potássio e ao final do ensaio 

no controle negativo e nas cinco concentrações trabalhadas, para avaliação de 

como se comportam estes parâmetros.  

 

 

4.7.2 Avaliação da toxicidade aguda e definição da CL50(96h) para NP Cr2O3  

 

 

Após a realização de testes pilotos, a fim de se verificar a concentração 

aproximada da CL50(96h) para as NP Cr2O3, concentração onde não há mortalidade e 

a concentração onde sempre ocorre mortalidade total dos organismos após 96 horas 

de exposição as NP, fixou-se a faixa de trabalho em: 0 (controle negativo), 25 mg.L-1, 

50 mg.L-1, 75 mg.L-1, 100 mg.L-1 e 125 mg.L-1, preparadas a partir de solução 

estoque de 1 g.L-1 imediatamente após sonicação, sendo que entre a preparação de 

cada concentração a solução estoque foi também brevemente sonicada. Foram 

realizadas dez repetições das triplicatas nesta faixa de trabalho para definição da 

CL50(96h) para NP Cr2O3 durante a realização deste estudo. Todos os ensaios foram 

realizados nas mesmas condições de manutenção dos ensaios de sensibilidade e 
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controle positivo (conforme NBR 15.308) e os valores de CL50(96h) calculados pelo 

método dos Probitos no software Minitab 16®.  

Ao início de cada teste foi efetuada a mensuração dos parâmetros pH e OD 

na AMR e na solução estoque de NP Cr2O3 e ao final do teste no controle negativo e 

nas concentrações trabalhadas. 

 

 

4.7.3 Ensaio crônico e transgeracional 

 

 

O teste crônico e transgeracional foi adaptado de Vaz (2012) e foi realizado 

na mesma condição do cultivo de Mysidopsis juniae, como se tratou de um ensaio 

semi-estático, a renovação total da água foi executada semanalmente nos aquários 

do controle e da amostra, mantendo a mesma concentração inicial de NP. O objetivo 

do teste crônico é avaliar ao longo de um grande período, possíveis efeitos tóxicos 

em um mesmo indivíduo que é exposto semanalmente às NP Cr2O3 e para o ensaio 

transgeracional avaliar se estes efeitos tóxicos aparecem nos organismos 

subsequentes (1ª e 2ª gerações originárias dos organismos iniciais), destes 

organismos que foram expostos às NP Cr2O3.  

Em aquários de vidro com capacidade de 2,5 L foram inseridos 80 filhotes 

(Geração G0), com 1 a 8 dias de vida, nas matrizes marinhas que foram preparadas 

em balão volumétrico com volume final de 2 L, sendo o controle negativo em 

duplicata (apenas AMR) e também em duplicata a concentração de 5 mg.L-1 

(preparada em balão volumétrico a partir da solução estoque de 1 g.L-1).  Após sete 

dias os organismos foram contados (para verificação de mortalidade) previamente a 

renovação da água e 3 organismos de cada aquário foram coletados aleatoriamente 

para realizar a mensuração do comprimento dos organismos (biometria).  

Após quatorze dias já ocorreu a maturação sexual e, portanto, são formadas 

as famílias (4 machos e 16 fêmeas) em erlenmeyers com capacidade de 1 L (Família 

G0), mantendo as concentrações estudadas a partir de cada aquário. Os 

organismos excedentes foram colocados no controle negativo e na amostra em 

novos aquários de 2,5 L nas mesmas condições iniciais de teste, estes organismos 

foram utilizados para o acompanhamento da biometria e mortalidade semanais até o 

final do teste crônico (63 dias com G0), enquanto que nos erlenmeyers foi 
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mensurado a natalidade, realizando a contagem dos filhotes ao 21º de teste, destes 

filhotes (G1), números igualitários de filhotes foram colocados em cada novo aquário 

nas condições iniciais do ensaio e o processo foi repetido por mais duas gerações, 

totalizando 63 dias de ensaio transgeracional, onde foi possível avaliar os 

parâmetros natalidade, biometria e mortalidade de 2 gerações (G1 e G2) além de 

avaliar a biometria, mortalidade e natalidade com G0. 

 Durante todo o ensaio crônico, diariamente foram mensurados a temperatura 

e salinidade da água (parâmetros mais críticos e passíveis de maior variação) e 

semanalmente pH e OD. O parâmetro de avaliação de possível efeito crônico 

biometria foi realizada por meio de lupa Nikon SMZ645 com régua calibrada em 

aumento de 2x, sendo a medida adotada o comprimento padrão dos organismos 

(CP) representado na Figura 7, mortalidade e natalidade foram realizados utilizando 

contador mecânico manual, sendo todos estes parâmetros mensurados 

semanalmente. 

Todos os dados relativos aos parâmetros avaliados (biometria, mortalidade e 

natalidade) em todas as gerações foram agrupados e condensados de maneira a 

facilitar as comparações entre os organismos expostos e os não expostos às NP 

Cr2O3 tornando possível avaliar a presença ou ausência de efeitos tóxicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: M. juniae observado em lupa com régua milimétrica em aumento de duas vezes. A linha 

vermelha (CP) indica os pontos de medição (último segmento distal antes do télson até a base 

ocular). 

Fonte: GONÇALVES (2014). 
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A Figura 8, refere-se à representação esquemática de como foi realizado todo 

teste crônico e transgeracional.  

 

 

Figura 8: Representação esquemática da realização do teste crônico e transgeracional.  

 

 

4.8  QUANTIFICAÇÃO DOS ÍONS CROMO 

 

 

Foi realizada em laboratório terceirizado (Acquaplant – Joinville/SC) a 

quantificação de cromo total por Espectroscopia de Emissão Atômica por Plasma 

Acoplado Indutivamente modelo ICP-725 Agilent, após digestão ácida das amostras 

e do Cr (VI) utilizando Espectrofotômetro Pharo 719, nas soluções em AMR 32 nas 

concentrações de 25 mg.L-1, 50 mg.L-1, 75 mg.L-1, 100 mg.L-1 e 125 mg.L-1, sendo 

estas as concentrações utilizadas no teste agudo e em 5 mg.L-1 (concentração 

utilizada no teste crônico e transgeracional). O cromo (III) também foi calculado. 

Estas análises foram realizadas para avaliar se possivelmente a toxicidade nas 

concentrações citadas de NP pode estar relacionada a quantidade de íons dispersos 
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na matriz utilizada nos testes, portanto, assim como nos ensaios as amostras foram 

previamente sonicadas antes das quantificações. 

 

 

4.9 ANÁLISE DOS RESULTADOS 

 

 

Os dados da caracterização foram compilados e comparados com a literatura.   

Os dados dos ensaios de toxicidade aguda e o controle positivo e para NP Cr2O3 

foram utilizados para o cálculo das suas respectivas CL50(96h) pelo método dos 

Probitos no software Minitab 16®. A normalidade destes resultados também foi 

calculada no mesmo software através do teste de normalidade de Anderson-Darling. 

Para análise dos parâmetros avaliados no teste crônico e transgeracional 

(biometria, natalidade e mortalidade), os dados foram agrupados e realizou-se testes 

T de Student, no software Minitab 16® com o intuito de verificar a existência de 

diferenças significativas, considerado um intervalo de confiança de 95%, em relação 

a estes parâmetros entre os organismos expostos e os não expostos às NP Cr2O3. 

Os resultados das análises dos íons foram comparados com as resoluções 

CONAMA 430/2011 e 357/2005 e por fim foi realizada uma avaliação conjunta de 

todos os resultados frente a literatura científica. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

5.1 CARACTERIZAÇÃO DAS NP, SOLUÇÕES ESTOQUE E MEIOS DE 

DISPERSÃO 

 

 

A Figura 9 apresenta as imagens de Microscopia Eletrônica de Transmissão 

(MET) das NP Cr2O3 dispersas em água ultrapura 1 g.L-1 (A e B) e em AMR 

salinidade 32 1 g.L-1 (C e D), confirmando assim que as partículas, quando 

individualmente (A), se encontram dentro da escala nanométrica.  

Com a análise em MET também foi possível verificar a presença de 

aglomerados de NP em ambos os meios de dispersão, porém em AMR essa 

tendência parece ser muito maior, sendo mais difícil encontrar partículas isoladas 

como em (A) - ≅ 32 nm, ou em aglomerados menores (B) - ≅ 250 nm. Em AMR 

pode-se observar grandes aglomerados, como os vistos em (D) - ≅ 15000 nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Imagens em MET de NP Cr2O3 1 g.L-1 em água ultrapura (A e B) e em AMR salinidade 32 (C 

e D).  

A B 

C D 



45 

 

Outros estudos também documentaram a alta tendência a formação de 

grandes aglomerados de NP em água marinha, como por exemplo, o estudo de 

Buffet et al., (2011) com NP de Cobre e Clément et al., (2013) com NP de Dióxido de 

titânio. No estudo de Costa (2014) houve a formação de aglomerados de NP de 

Cr2O3 de procedência comercial (tamanho de partícula de 66,8 nm) dispersas em 

água ultrapura, e aglomerados ainda maiores em meio salino 2%, porém estes, são 

menores que os encontrados no presente estudo (NP de síntese própria, tamanho 

médio da partícula: 21,8 nm) o que indica que tanto o meio de dispersão, quanto o 

tamanho e tipo da partícula parecem influenciar a aglomeração.  

As análises em MEV-FEG das NP Cr2O3 que foram realizadas em AMR na 

concentração de 2 g.L-1 (Figura 10) confirmam o já encontrado nas imagens com 

MET de que é possível encontrar NP individuais (A), porém, já em processo de 

aproximação para aglomeração, mas que a grande maioria das NP de Cr2O3 

encontra-se na forma de grandes aglomerados (B).  

 

 

 

Figura 10: Imagens em MEV-FEG de NP Cr2O3 em AMR salinidade 32 na concentração de 2 g.L-1 

mostrando a pré-formação de aglomerados (A) e formando grandes aglomerados (B). 

 

 

O difratograma obtido do DRX (Figura 11) apresenta os mesmos picos 

encontrados na literatura (JCPDS card, nº 85-0869), identificando a amostra como 

óxido de cromo III e indicando sua pureza. O diâmetro médio do cristalito (menor 

unidade que contém o Cr2O3) obtido pela equação de Debye-Sherrer foi de 21,8 nm, 
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confirmando o visualizado nas imagens de MET referente a sua estrutura em escala 

nanométrica das partículas.  
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Figura 11: Difratograma de NP Cr2O3, onde “D” = diâmetro médio do cristalito.  

 

 

Dispersas em AMR salinidade 32 na concentração de 25 mg.L -1 o Potencial 

zeta foi de -7,68 mV e o diâmetro hidrodinâmico médio de 2545,0 nm, o que 

confirma a instabilidade e a grande tendência à aglomeração das NP de Cr2O3 

nestas condições de dispersão.  

Para a solução ser considerada estável, o Pz deve estar acima de +30 mV ou 

abaixo de -30 mV, pois valores dentro desta faixa indicam soluções instáveis 

(MALVERN, 2004; OBERDÖRSTER et al., 2013). 

O estudo de Wiśniewska & Szewczuk-Karpisz (2013) mostrou que em pH 

mais próximo que o do presente trabalho (entre 6,5 e 8,5), o óxido de cromo III em 

NaCl 0,01 M também apresentava instabilidade (Pz entre -5 e -20 mV), promovendo 

a aglomeração das partículas em suspensão, assim como no estudo de Costa 

(2014) que em NaCl 2% e pH 5,70 o Pz encontrado para Cr2O3 foi de – 5,77 mV 

(instável). 

 

 



47 

 

5.2 TESTES DE TOXICIDADE 

 

 

5.2.1 Controle positivo dos organismos  

 

 

A média dos dez valores de CL50(96h) para o controle positivo, K2Cr2O7, e cujo 

controle negativo de cada teste não ultrapassou 10% foi de 10,43 mg.L-1 e desvio 

padrão de ± 0,62 mg.L-1. O teste de normalidade de Anderson-Darling (Figura 12) 

mostrou que os resultados seguiram uma distribuição normal, não havendo 

diferenças significativas entre os dados (p=0,229). Os valores dos dez testes são 

apresentados na Tabela 2. 

 

 

 

Figura 12: Teste de normalidade de Anderson-Darling a partir das CL50(96h) calculadas nos testes com 

o controle positivo (K2Cr2O7). 

 

 

Tabela 2: Resultados das CL50(96h) dos testes agudos com o dicromato de potássio (K2Cr2O7). 

Ensaio  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

CL50(96h) mg.L
-1 11,17 11,25 10,6 10,05 9,25 10,15 10,34 10,2 11,14 10,15 

 

Fonte: O autor. 
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O dicromato de potássio também foi utilizado como controle positivo no 

estudo de Puerari (2014) que avaliou a toxicidade de nanopartículas de óxido cromo 

III no microcrustáceo Daphnia magna. Para D. magna o valor de CE50(48h) 

encontrado por Puerari foi de 0,833 mg.L-1.  

Não houve grandes variações nos parâmetros pH e OD que foram 

mensurados no início e ao final dos testes. A média dos resultados dos parâmetros 

em AMR e na solução estoque do K2Cr2O7, realizados ao início de cada teste, e ao 

final no controle negativo e nas cinco concentrações trabalhadas é apresentada no 

Apêndice C. 

 

 

5.2.2 Avaliação da toxicidade aguda e definição da CL50(96h) para NP Cr2O3  

 

 

A avaliação da toxicidade aguda, incluindo os ensaios pilotos realizados em 

larga faixa de concentração, mostrou que acima de 25 mg.L-1 a mortalidade sempre 

ocorre, abaixo desta concentração a mortalidade não é linear, podendo ocorrer ou 

não, e sempre abaixo de 5 mg.L-1 não houve mortalidade na exposição aguda. A 

concentração onde sempre há mortalidade total dos organismos após 96 h de 

exposição é de 125 mg.L-1.  

A média dos dez valores de CL50(96h) para NP Cr2O3 e cujo controle negativo 

de cada teste não ultrapassou 10%, foi de 58,863 ± 7,789 mg.L-1. Os valores dos 

dez testes realizados em triplicata são apresentados na Tabela 3. 

O teste de normalidade de Anderson-Darling (Figura 13) mostrou que os 

resultados seguiram uma distribuição normal, não havendo diferenças significativas 

entre os dados (p=0,355).  

 

 

Tabela 3: Resultados das CL50(96h) dos testes agudos com NP Cr2O3  

Ensaio  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

CL50(96h) mg.L
-1 59,75 59,31 45,12 54,09 60,09 53,44 59,69 55,98 73,65 67,51 

 

Fonte: O autor. 

 



49 

 

 

Figura 13: Teste de normalidade de Anderson-Darling a partir das CL50(96h) calculadas nos testes com 

NP Cr2O3. 

 

 

Tais valores de CL50(96h) são considerados menos expressivos, visto que, em 

outros estudos como o de Puerari (2014) as NP de Cr2O3 no organismo de água 

doce Daphnia magna apresentaram valor de CE50(48h) de 6,79 mg.L-1. Resultados 

muito semelhantes ao de Puerari foram encontrados no estudo de Tavares et al., 

(2014) que utilizou o organismo Daphnia similis e encontrou o valor de CE50(48h) de 

6,74 mg.L-1 para a NP de Cr2O3. 

 A aparente menor toxicidade da NP de Cr2O3, encontrada no presente estudo 

pode ser explicada devido a características do organismo ou devido a características 

de dispersão das NP quando em meio marinho (maior aglomeração), o que poderia 

explicar a menor toxicidade devido a menor absorção de NP pelo organismo quando 

há formação de grandes aglomerados.   

O método de síntese utilizado, e consequentemente, as características das 

NP obtidas, também parecem ser influentes sobre a toxicidade, pois Costa (2014) 

utilizando NP de Cr2O3 de procedência comercial encontrou valores de CE50(48h) bem 

diferentes de Puerari (101,74 mg.L-1) ainda que utilizando organismos da mesma 

espécie. 

Considerando o estudo de Gonçalves (2014), que utilizou NP de óxido de 

Cobre também em ambiente marinho com o organismo Mysidopsis juniae e cujo 

valor de CL50(96h) foi de 29,78 mg.L-1 pode-se atribuir a menor toxicidade das NP de 

Cr2O3 a características específicas deste composto quando dispersos em meio 

salino. Assim como no estudo de Gonçalves, no presente estudo, foi possível 



50 

 

observar a ocorrência de precipitado nos recipientes das concentrações utilizadas no 

ensaio agudo. 

Blaise et al., (2006) desenvolveu uma escala de toxicidade para diferentes 

compostos químicos emergentes, em seu estudo com diversos grupos 

farmacêuticos, classificando-os como: extremamente tóxicos (concentrações < 0,1 

mg.L-1), muito tóxicos (0,1 a 1mg.L-1), tóxicos (1 a 10 mg.L-1), nocivos (10 a 100 

mg.L-1) e não tóxicos (>100mg.L-1). Considerando a escala de Blaise e o valor de 

toxicidade encontrado, as NP de Cr2O3 podem ser consideradas nocivas. 

Nos testes agudos foi possível verificar a possível influência da exposição as 

NP Cr2O3 sobre a mobilidade, principalmente próximo das 96h e nas concentrações 

mais altas nos organismos que não estavam mortos, movimentos circulares, rápidos 

e incessantes foram observados em alguns dos testes, por certos períodos de 

tempo.  

Os resultados dos parâmetros de pH e OD da AMR e solução estoque 

realizados ao início de cada teste e ao final no controle negativo e nas cinco 

concentrações trabalhadas são apresentados no Apêndice D. O comportamento de 

redução do pH quando adicionamos NP à AMR manteve-se dentro do que era 

esperado. 

Nenhum dos valores de pH ou OD mensurados nas concentrações 

trabalhadas ao final do teste agudo estava acima ou abaixo de valores que 

permitissem o cultivo do organismo teste corroborando com a hipótese de que a 

mortalidade dos organismos não está relacionada a tais parâmetros, mas sim a 

toxicidade gerada a partir da exposição às NP Cr2O3.  

 

 

5.2.3 Ensaio crônico e transgeracional com NP Cr2O3  

 

 

Não foram encontradas diferenças significativas (teste t valor de p>0,05) nos 

comprimentos médios dos organismos da geração inicial (G0) mensurados 

semanalmente até o 63º dia de teste quando comparados os organismos não 

expostos e expostos semanalmente as NP Cr2O3 em concentração de 5 mg.L-1. Os 

valores de comprimento dos organismos da geração inicial (G0) mensurados 
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semanalmente até o 63º dia de teste são apresentados no Apêndice E, e podem ser 

observados na Figura 14. 

 

 

 

Figura 14: Valores de comprimento padrão (CP) dos organismos da geração inicial (G0) mensurados 

semanalmente até o 63º dia de teste. Controle = AMR; Amostra = NP Cr2O3 5 mg.L-1. 

 

 

Também não foram encontradas diferenças significativas (p>0,05) na média 

dos comprimentos dos organismos da geração G1 e G2 quando comparados 

organismos expostos e não expostos nestas gerações. Os valores dos 

comprimentos dos organismos das gerações G1 e G2 mensurados semanalmente 

até o 21º dia de crescimento, para cada geração, são apresentados no Apêndice F e 

podem ser visualizados na Figura 15.  

 

 

 

Figura 15: Valores de comprimento padrão (CP) dos organismos da geração G1 e G2 mensurados 

semanalmente até o 21º dia de crescimento de cada geração. Controle = AMR; Amostra = NP Cr2O3 

5 mg.L-1. 



52 

 

Comparados os organismos expostos das gerações G0 com a média em G1 e 

G2 não foram encontradas diferenças significativas na média dos comprimentos das 

3 gerações mensurados até o 21º dia de crescimento de cada geração (p>0,05), 

indicando que as NP não estariam prejudicando o crescimento das gerações 

subsequentemente expostas. 

Portanto, os resultados mostram, que a exposição as NP Cr2O3 em 

concentração de 5 mg.L-1 não influenciou o crescimento dos organismos, assim 

como, o crescimento de duas gerações futuras, também expostas às NP. 

Em relação ao parâmetro mortalidade de G0, comparados organismos 

expostos e não expostos, não houve diferenças significativas (p>0,05) para 

mortalidade cumulativa referente aos 63 dias de teste, sendo que a média da 

mortalidade cumulativa para os organismos do controle foi de 48,61% e para 

amostra 41,66%. Na Figura 16 é possível visualizar a tendência de mortalidade 

cumulativa dos organismos de G0 expostos e não expostos às NP Cr2O3.  

 

 

 

Figura 16: Mortalidade cumulativa dos organismos de G0 expostos (amostra) e não expostos 

(controle) às NP Cr2O3 5 mg.L-1. 

 

 

A mortalidade, quando calculada semanalmente também não apresentou 

comportamento significativamente diferente (p> 0,05) entre organismos de G0 
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expostos e não expostos às NP. Todos os dados referentes a mortalidade 

cumulativa e semanal de G0 encontram-se no Apêndice G.  

Para mortalidade de G1, comparados organismos expostos e não expostos, 

não houve diferenças significativas (p>0,05) para mortalidade cumulativa e semanal 

(p>0,05) referente aos 21 dias de teste com esta geração. O mesmo não ocorreu 

para G2, onde para mortalidade cumulativa p= 0,017, o que pode indicar que em 

gerações futuras os organismos parecem ficar mais sensíveis a exposição levando a 

uma maior mortalidade. A Figura 17 mostra a tendência de mortalidade cumulativa 

dos organismos de G1 e G2 expostos e não expostos às NP Cr2O3. Todos os dados 

referentes a mortalidade cumulativa e semanal de G1 e G2 encontram-se no 

Apêndice H.  

 

 

 

Figura 17: Mortalidade cumulativa dos organismos de G1 e G2 expostos (amostra) e não expostos 

(controle) às NP Cr2O3 5 mg.L-1. 

 

 

Em relação a natalidade, comparando a média das natalidades das três 

gerações avaliadas entre os organismos expostos e não expostos às NP, não foram 

encontradas diferenças significativas (p>0,05) neste parâmetro, indicando que não 

houve, para o período estudado influência das NP na natalidade do Mysidopsis 

juniae. Entretanto, é importante salientar que a natalidade de G2, (expostos as NP) 

apresentou uma taxa de nascimento 34% menor que no controle da mesma 
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geração. Os valores do número total dos nascidos podem ser visualizados na Tabela 

4. 

 

 

Tabela 4:  Natalidade (número total dos nascidos) das três gerações avaliadas no teste crônico (G0, 

G1 e G2). 

Dias de teste                 Nascimentos   

 CI CII AI AII 

21 (G0) 112 61 104 130 

42 (G1) 89 66 77 92 

63 (G2) 138 126 91 83 
 

Legenda: C: Controle (AMR); A: Exposição a NP Cr2O3 na concentração de 5 mg.L-1 em AMR. 

 

 

           Os resultados encontrados no presente estudo sugerem que de forma crônica 

as NP Cr2O3, na concentração estudada, parecem ser pouco influentes sobre os 

parâmetros avaliados, resultados diferentes foram encontrados por Costa (2014) que 

verificou influência das NP de Cr2O3 (procedência comercial) sobre a longevidade de 

D. magna com altas taxas de mortalidade e influência significativa também sobre o 

comprimento e reprodução. Resultados também diferentes foram encontrados por 

Puerari (2014) utilizando NP de Cr2O3 sintetizadas de maneira semelhante ao do 

presente estudo, onde as NP influenciaram a longevidade de D. magna e 

apresentaram diferenças morfológicas quando expostas já a concentrações muito 

baixas (0,5 mg.L-1). 

Os valores dos parâmetros pH e OD mensurados semanalmente e 

temperatura e salinidade mensurados diariamente são apresentados no Apêndice I. 

Analisando esses resultados é possível inferir que estes parâmetros mantiveram-se 

dentro do aceitável para o cultivo de Mysidopsis juniae.  

 

 

5.3 QUANTIFICAÇÃO DOS ÍONS CROMO 

 

 

A quantificação dos íons mostrou que em AMR na mesma concentração 

utilizada no teste crônico (5 mg.L -1) e nas concentrações utilizadas nos testes agudo 
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(25 mg.L-1, 50 mg.L-1, 75 mg.L-1, 100 mg.L-1 e 125 mg.L-1) existe majoritariamente a 

liberação de íons Cr (VI), enquanto que para os íons (III) o resultado em todas as 

concentrações foi menor ou igual a 0,03 mg.L-1. Os resultados da quantificação dos 

íons e do cromo total são mostrados na Tabela 5 e os laudos emitidos pelo 

laboratório onde foram realizadas as análises estão no ANEXO A. 

 

 

Tabela 5: Resultados da quantificação dos íons (III) e (VI) e do cromo total nas concentrações e no 

mesmo meio de dispersão (AMR) utilizado nos testes toxicológicos. 

 

 

Parâmetro 

Concentração 

NP (mg.L-1) 
5 25 50 75 100 125 

Cromo Hexavalente* 0,25 0,90 1,94 2,90 3,39 4,46 

Cromo Trivalente* 0,03 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 

Cromo Total* 0,282 0,900 1,939 2,895 3,388 4,460 

 

Fonte: Laboratório terceirizado. 

*Valores expressos em mg.L-1. 

 

Considerando a legislação nacional de padrões de lançamento de efluentes 

os valores de cromo hexavalente encontrados estão todos acima do limite permitido 

pela resolução CONAMA 430/2011, que é de 0,1 mg L-1, pois já é conhecido o seu 

grande potencial carcinogênico e elevada toxicidade. A concentração de 25 mg L-1 

de NP, por sua vez, já quase corresponde ao máximo permitido como padrão de 

qualidade de águas salinas classe II para cromo total (1,1 mg L-1) definido pela 

CONAMA 357/2005.  

Para a quantificação realizada no laboratório de apoio, as amostras passam 

por uma preparação específica (digestão ácida), portanto a concentração de Cr (VI), 

de fato biodisponível, no momento dos testes agudos e do crônico, poderia ser 

diferente que os respectivos valores encontrados em cada concentração de NPs 

analisada no laboratório de apoio. Entretanto, o estudo de Lussier et al., (1985) 

encontrou para Mysidopsis bahia uma CL50(96h) de 2,03 mg L-1 de Cr (VI), o que é 

indicativo da possível semelhança da quantificação realizada em laboratório 

terceirizado com a quantidade de íons disponível de fato, no momento dos testes, 
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considerando os valores de toxicidade aguda das NP encontrada no presente 

estudo. 

Moura (1997) ainda cita que normalmente os íons de cromo encontram-se na 

forma trivalente, mas que podem ser convertidos a cromo hexavalente sob 

condições ácidas (como na preparação da amostra para quantificação) e na 

presença de matéria orgânica (como nas condições de exposição durante os testes, 

devido a presença dos organismos). 

Jackson et al., (2009) cita que a aglomeração das nanopartículas impediria a 

absorção e consequente distribuição para outros órgãos, devido ao grande tamanho 

do complexo, formado pela aglomeração o mesmo permanece no estômago, dos 

organismos, por exemplo, com Daphnia magna.  

Complementando esta dedução está o fato de a quantificação mostrar que 

ocorre a liberação de íons (VI), que são considerados extremamente tóxicos, assim, 

pode-se atribuir possivelmente a totalidade da toxicidade encontrada nos testes 

agudos aos íons (VI), já disponíveis no meio de dispersão e não propriamente a 

ação das NP dentro dos organismos.  

Os resultados da quantificação de Cr (VI) por Espectrofotometria – UV, no 

estudo de Costa (2014) evidenciaram que a redução de tamanho da partícula causa 

maior liberação de íons (VI). Sendo este, possivelmente, a principal causa da maior 

toxicidade das NP de Cr2O3 (tamanho de partícula de 66,8 nm) quando comparado 

com o mesmo composto em escala micrométrica (50 µm). No presente estudo a 

liberação de íons (VI) foi muito maior que no trabalho de Costa, confirmando que 

inclusive a diferença de tamanho dentro da escala nanométrica (tamanho da 

partícula no presente estudo, 21,8 nm) teria grande influência sobre a liberação de 

íons e consequentemente aumento da toxicidade. 

A precipitação das NP (provável resultado da aglomeração) foi observada em 

todas as concentrações em todos os testes, agudos ou crônico, o que indica que a 

toxicidade do íon é que estaríamos avaliando e não mais da NP propriamente dita, 

porém é necessário considerar que estes íons são provenientes das NP, como 

consequência de suas características no meio de dispersão, então indiretamente 

qualquer toxicidade causada, ainda que somente pelo íon, faz parte da toxicologia 

das NP.  

Para as NP Cr2O3 dispersas em meio marinho parece haver um balanço entre a 

aglomeração que tenderia a diminuir a toxicidade das NP e a instabilidade que 
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poderia favorecer a liberação de íons aumentando a toxicidade, obtendo assim, um 

valor de toxicidade não muito baixo e não muito alto, mas que devido a esta 

liberação de íons (principalmente (VI) requer maior atenção. 

A espécie hexavalente do cromo pode acumular-se no organismo. A 

Organização Mundial de Saúde (WHO) através do Programa Internacional de 

Segurança revelou que o Cr (VI) causou vários danos genéticos em testes de 

mutagenicidade de curto prazo (WHO, 1988). Portanto, reforça-se, principalmente 

devido aos íons (VI), a importância de controle no uso e descarte em níveis 

adequados no meio ambiente de NP Cr2O3. 

O fato de haver a formação de Cr (VI) que é conhecidamente carcinogênico 

nos remete à importância de que embora tenha-se encontrado influência significativa 

apenas no parâmetro mortalidade na 2º geração avaliada no teste crônico, não 

pode-se dizer que na concentração de 5 mg.L-1 o cromo não é tóxico para as outras 

gerações estudadas ou para gerações subsequentes. Para tal, devendo assim, ser 

realizada a avaliação de outros parâmetros, por exemplo, alterações no DNA. 

Assim, a NP Cr2O3 pode se acumular nos organismos, principalmente na 

forma íons de cromo hexavalentes, e não propriamente na forma de NP, 

bioacumulando, e possivelmente acarretando uma contaminação por 

biomagnificação nas cadeias tróficas, como por exemplo, a dos misidáceos, 

processo que resulta em altos níveis do contaminante nas espécies superiores, 

potencializando assim a toxicidade. 
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6. CONCLUSÕES  

 

 

O microcrustáceo marinho Mysidopsis juniae mostrou-se um organismo 

adequado para avaliação da toxicidade de NP Cr2O3 em matriz marinha, pois 

mostrou resultados consistentes nos testes toxicológicos. 

As partículas de óxido de cromo III sintetizadas de fato encontravam-se em 

escala nanométrica, apresentando diâmetro médio do cristalito de 21,8 nm. 

As imagens de MET e MEV-FEG mostraram a formação de grandes 

aglomerados de NP, principalmente em AMR, o que foi confirmado pelo grande 

diâmetro hidrodinâmico (2545,0 nm) e pela instabilidade (Pz de -7,68 mV) sendo a 

elevada tendência a aglomeração, possivelmente estar relacionada a diminuição da 

toxicidade e o aumento na liberação de íons, possivelmente relacionado a elevação 

da toxicidade. 

. A avaliação da toxicidade aguda da NP Cr2O3 mostrou que a partir de 25 

mg.L-1 a mortalidade sempre ocorre e abaixo de 5 mg.L-1 não houve mortalidade em 

exposição aguda, já a concentração onde sempre ocorre mortalidade total dos 

organismos é de 125 mg.L-1. A CL50(96h) para NP Cr2O3 encontrada foi de 58,8 ± 7,8 

mg.L-1.   

A avaliação da toxicidade crônica mostrou que para os parâmetros avaliados 

(biometria, natalidade e mortalidade) e pelo período estudado não houveram 

diferenças significativas entres os organismos que foram expostos a concentração 

de 5 mg.L-1 de NP Cr2O3 e os organismos do controle negativo para todas as 

gerações estudadas, sendo a única exceção a mortalidade para a geração 2 de 

organismos expostos, o que pode indicar que em gerações futuras os organismos 

parecem ficar mais sensíveis a exposição levando a uma maior mortalidade. 

A quantificação dos íons de cromo mostrou que existe majoritariamente a 

liberação de íons Cr (VI), por Espectrofotometria – UV, enquanto que para os íons 

Cr (III), após cálculo, o resultado em todas as concentrações foi menor ou igual o 

limite de detecção do ICP para cromo total que é de 0,03 mg.L-1.  
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7. RECOMENDAÇÕES 

 

 

  Verificar através de imagens ou quantificação in vivo, por exemplo, se de fato 

a alta aglomeração em meio marinho impediu que as NP Cr2O3 fossem 

absorvidas pelo Mysidopsis juniae com consequente acúmulo neste 

organismo. 

 Realização de testes crônicos que avaliem uma maior parte do ciclo de vida 

das gerações subsequentes e por um maior número de gerações futuras, 

assim como em maiores concentrações de exposição às NP Cr2O3, o que 

justifica-se pelo achado de maior sensibilidade a exposição apenas após a 2º 

geração de organismos expostos às NP Cr2O3.  

 Devido a observações pontuais feitas no teste agudo sobre a mobilidade dos 

organismos, recomenda-se a avaliação deste parâmetro em testes crônicos 

com NP Cr2O3. Assim como o parâmetro mutagenicidade já que no presente 

estudo foram quantificadas quantidades expressivas de cromo hexavalente.  

 Avaliação de toxicidade aguda e crônica com NP Cr2O3 também em outros 

níveis tróficos. 

 Estudo de liberação de íons e toxicidade com o Mysidopsis juniae também 

com o óxido de cromo na escala micrométrica. 
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9. APÊNDICES  

 

 

APÊNDICE A - Cultivo M. juniae – Laboratório de toxicologia ambiental – Univille – 

SFS/SC. 
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APÊNDICE B: Cartas controle geradas a partir dos resultados de CL50 válidos 

obtidos nos testes agudos realizados com a substância de referência (DSS), 

atestando a sensibilidade adequada dos organismos utilizados nos testes com 

amostras e controle positivo. A média da CL50(96h) referente ao período de 

desenvolvimento do presente trabalho para o DSS: foi de 3,37 mg.L-1. 

 

 

*Foram elaboradas duas cartas controle para verificar a sensibilidade dos organismos durante todo o 

período de realização de testes já que a NBR 15.308 define que cada carta controle tenha de 5 a 20 

pontos. 
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APÊNDICE C - Resultados dos parâmetros de pH e OD da AMR e solução estoque 

realizados ao início de cada teste e ao final no controle negativo e nas cinco 

concentrações trabalhadas nos ensaios com controle positivo (Dicromato de 

potássio). 

 

 

Parâmetro Concentração (mg.L -1) 
  

    MÉDIA 

pH AMR (0) 8,11 8,11 8,02 8,02 8,10 8,07 

OD AMR (0) 8,17 8,17 8,10 8,10 8,08 8,12 

pH Estoque (200) 7,05 7,05 6,95 6,95 6,98 7,00 

OD Estoque (200) 8,25 8,25 8,01 8,01 8,22 8,15 

  

pH 

Controle Negativo (0) 8,02 8,05 7,94 8,02 7,99 8,00 

7,5 7,95 7,90 7,90 7,87 7,95 7,91 

10 7,92 7,94 7,92 7,91 7,97 7,93 

12,5 7,91 7,92 7,89 7,92 7,98 7,92 

15 7,85 7,85 7,98 7,87 8,01 7,91 

20 7,87 8,01 8,01 7,90 7,98 7,95 

  

OD 

Controle Negativo (0) 7,90 7,69 7,49 7,57 7,65 7,66 

7,5 7,63 7,55 7,35 7,63 7,47 7,53 

10 7,59 7,32 7,27 7,25 7,52 7,39 

12,5 7,42 7,81 7,32 7,39 7,56 7,50 

15 7,61 7,73 7,50 7,47 7,40 7,54 

20 7,25 7,69 7,21 7,56 7,55 7,45 
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APÊNDICE D - Resultados dos parâmetros de pH e OD da AMR e solução estoque realizados ao início de cada teste e ao final no 

controle negativo e nas cinco concentrações trabalhadas nos ensaios agudos com NP Cr2O3.  

Parâmetro 
Concentração 

(mg.L 1) 

  
MÉDIA 

   INÍCIO DO TESTE 

pH AMR (0) 8,11 8,11 8,10 8,10 8,10 8,10 8,10 7,95 8,12 8,12 8,09 

OD AMR (0) 8,97 8,97 8,13 8,13 8,13 8,13 8,13 7,87 7,67 7,67 8,18 

pH Estoque (1000) 7,15 7,15 7,43 7,43 7,43 7,43 7,43 7,32 7,17 7,17 7,31 

OD Estoque (1000) 8,57 8,57 8,31 8,31 8,31 8,31 8,31 7,97 8,05 8,05 8,28 

                                                          FINAL DO TESTE 

pH 

Controle Negativo (0) 7,84 7,69 7,83 7,83 7,83 7,97 7,95 7,92 7,92 7,85 7,86 

25 7,89 7,73 7,97 7,93 7,91 7,82 7,92 7,86 7,85 7,87 7,88 

50 7,81 7,82 7,96 7,97 7,99 7,94 7,89 7,94 7,91 7,89 7,91 

75 7,83 7,80 7,88 7,94 7,97 7,83 7,91 7,80 7,98 7,86 7,88 

100 7,84 7,81 7,86 7,92 7,93 7,90 7,93 7,85 7,94 7,92 7,89 

125 7,82 7,84 7,77 7,87 7,91 7,89 7,94 7,79 7,92 7,94 7,87 

                                                             FINAL DO TESTE 

OD 

Controle Negativo (0) 6,97 7,15 7,04 7,04 7,04 7,13 6,75 7,05 6,75 6,97 6,99 

25 7,36 6,78 7,25 7,17 7,01 7,02 6,82 6,65 6,59 7,13 6,98 

50 7,16 7,52 7,20 7,18 7,12 6,87 7,01 6,67 6,71 6,72 7,02 

75 7,37 7,25 7,08 7,23 6,95 6,47 6,54 6,16 7,69 6,23 6,90 

100 7,14 7,25 7,13 7,31 7,26 6,87 6,72 6,16 6,59 6,57 6,90 

125 7,21 7,59 6,80 6,98 7,05 6,77 6,32 5,69 6,94 6,78 6,81 
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APÊNDICE E: Comprimento padrão dos organismos (G0) em milímetros (mm) 

mensurados semanalmente até o 63º dia de teste crônico. 

 

 

CI CII AI AII 

7 dias 

2,65 2,7 2,55 2,65 

2,5 2,4 2,75 2,35 

2,75 2,6 3 2,6 

 
 

   

14 dias 

3,8 3,55 3,4 3,3 

3,45 3,45 3,25 3,75 

3,5 3,3 3,3 3,8 

     

21 dias 

3,95 3,45 3,85 3,65 

4,2 3,8 4 3,8 

3,85 3,55 3,75 3,85 

     

28 dias 

4,35 3,8 3,9 3,7 

3,9 4,05 3,8 3,85 

4,15 3,85 4 3,9 

     

35 dias 

4,05 4 4,2 3,8 

3,6 3,8 4,05 4,1 

3,75 4,1 3,65 3,85 

     

42 dias 

4,05 4,2 3,9 3,85 

4,1 4,25 4 3,9 

3,75 4 4,15 4 

     

49 dias 

3,95 4,25 4,2 4,25 

4,1 4,15 4,35 4,1 

4 4,25 4,1 4,2 

     

56 dias 

3,9 4,15 4,35 4,25 

3,5 4,3 4,15 4,3 

4,05 4,35 3,95 4 

     

63 dias 

3,7 3,9 4,2 4,15 

3,8 4,3 3,9 3,9 

4 4,35 3,95 4,25 

Legenda: C = controle (apenas meio marinho de cultivo do organismo) A = meio marinho com NP 

Cr2O3 na concentração de 5 mg.L-1. 
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Apêndice F: Comprimento padrão dos organismos (G1 e G2) em milímetros (mm) 

mensurados semanalmente até o 21º dia de teste com cada geração. 

 

   
CI CII AI AII 

1º geração 7 dias (28 dias teste) 2,8 2,5 2,75 2,95 

   
2,55 3 2,6 2,7 

   
3 3,2 2,55 2,8 

       

1º geração 14 dias (35 dias teste) 3,5 3,4 3,35 3,65 

   
3,6 3,3 3,1 3,5 

   
3,4 3,65 3,2 3,4 

       

1º geração 21 dias (42 dias teste) 3,75 3,9 4,1 3,7 

   
3,9 3,85 3,8 3,85 

   
4 3,7 3,9 3,55 

       

2º geração 7 dias (49 dias teste) 2,5 2,6 3,15 2,75 

   
2,7 2,7 2,4 3,05 

   
2,55 2,75 2,5 2,4 

       
2º geração 14 dias (56 dias teste) 3,75 3,8 3,2 3,6 

   
3,6 3,25 3,7 3,75 

   
3,8 3,6 3,4 3,45 

       
2º geração 21 dias (63 dias teste) 3,85 3,9 3,8 3,6 

   
4 3,8 3,9 3,8 

   
3,6 3,95 4 3,85 

 

Legenda: C = controle (apenas meio marinho de cultivo do organismo) A = meio marinho com NP 

Cr2O3 na concentração de 5 mg.L-1. 
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APÊNDICE G – Mortalidade cumulativa e semanal da geração inicial (G0), no teste crônico, para organismos expostos às NP 

Cr2O3 e não expostos (controle). 

 

 

Legenda: C = controle (apenas meio marinho de cultivo do organismo) A = meio marinho com NP Cr2O3 na concentração de 5 mg.L-1. 

*Todos os organismos retirados para realização da biometria não entraram no cálculo das mortalidades. 

Número de Organismos   

Dias de teste C I C II A I A II 

  

Mortalidade cumulativa 

  

Mortalidade Semanal 

7 80 80 80 78 0 0 0 2,50% 0 0 0 2,50% 

14 73 75 76 75 5,19% 2,60% 1,30% 2,60% 5,19% 2,60% 1,30% 0,10% 

21 50 51 51 52 7,40% 5,55% 5,55% 3,70% 2,21% 4,25% 4,25% 1,10% 

28 47 47 44 45 7,84% 7,84% 13,70% 11,76% 0,44% 2,29% 8,15% 8,06% 

35 43 43 41 41 10,41% 10,41% 14,58% 14,58% 2,57% 2,57% 0,88% 2,82% 

42 36 36 33 36 20,00% 20,00% 26,66% 20,00% 9,59% 9,59% 12,08% 5,42% 

49 30 31 29 32 28,57% 26,19% 30,95% 23,80% 8,57% 6,19% 4,29% 3,80% 

56 23 22 26 28 41,02% 43,58% 33,33% 28,20% 12,45% 17,39% 2,38% 4,40% 

63 18 19 21 21 50,00% 47,22% 41,66% 41,66% 8,98% 3,64% 8,33% 13,46% 
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APÊNDICE H – Mortalidade cumulativa e semanal das gerações (G1 e G2), no teste crônico, para organismos expostos às NP 

Cr2O3 e não expostos (controle). 

 

 

Legenda: C = controle (apenas meio marinho de cultivo do organismo) A = meio marinho com NP Cr2O3 na concentração de 5 mg.L-1. 

*Todos os organismos retirados para realização da biometria não entraram no cálculo das mortalidades. 

 

 
Número de Organismos   

Dias de vida organismo   C I C II A I A II 

  

Mortalidade cumulativa 

  

Mortalidade Semanal 

7 (28 dias de teste) 

G1 

59 57 60 56 1,66% 5,00% 0,00% 6,66% 1,66% 5,00% 0,00% 6,66% 

14 (35 dias de teste) 56 53 56 52 1,75% 7,01% 1,75% 8,77% 0,00% 2,01% 1,75% 2,11% 

21 (42 dias de teste) 20 20 20 19 1,75% 7,01% 1,75% 13,77% 0,00% 0,00% 0,00% 5,00% 

7 (49 dias de teste) 

G2 

56 54 51 53 6,66% 10,00% 15,00% 11,66% 6,66% 10,00% 15,00% 11,66% 

14 (56 dias de teste) 53 49 48 48 7,01% 14,03% 15,78% 15,78% 0,35% 4,03% 0,78% 4,12% 

21 (63 dias de teste) 20 20 20 20 7,01% 14,03% 15,78% 15,78% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
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APÊNDICE I - Parâmetros de pH e OD mensurados semanalmente e temperatura e 

salinidade mensurados diariamente nas duas réplicas do controle negativo e nas 

réplicas da amostra no ensaio de toxicidade crônica e transgeracional. 

 

 

 

AQUÁRIOS G0 

 

AQUÁRIOS G0 

  
Controle 

I 
Controle 

II 
Amostra 

I 
Amostra 

II 
 

  

Controle 
I 

Controle 
II 

Amostra 
I 

Amostra 
II 

20/10/14         

 

28/10/14         

Sal 32 32 32 32 

 

Sal 31 31 31 30 

°C 23,7 23,9 24,2 24,3 

 

°C 25,8 25,4 25,6 25,5 

pH 8,17 8,16 8,23 8,27 

 

29/10/14         

OD 7,79 7,7 7,88 7,85 

 

Sal 33 33 32 32 

21/10/14         

 

°C 25,1 24,8 24,7 24,9 

Sal 32 32 32 32 

 

30/10/14         

°C 25,6 25,3 25,4 25,6 

 

Sal 31 31 30 30 

22/10/14         

 

°C 25 24,7 24,6 24,8 

Sal 33 33 32 32 

 

31/10/14         

°C 25 24,7 24,7 25 

 

Sal 33 34 33 33 

23/10/14         

 

°C 25 25 24,8 25 

Sal 33 33 32 32 

 

01/11/14         

°C 25,3 25 25 25,3 

 

Sal 33 33 33 33 

24/10/14         

 

°C 25 24,7 24,8 25 

Sal 33 33 32 31 

 

02/11/14         

°C 26,3 26 26 26,2 

 

Sal 34 34 34 34 

25/10/14         

 

°C 24,7 24,5 24,6 24,7 

Sal 33 33 32 32 

 

03/11/2014 
Antes 

        

°C 26,2 25,9 25,8 25,8 

 

Sal 34 34 34 34 

26/10/14         

 

°C 24,7 24,9 24,9 25 

Sal 33 32 32 32 

 

pH 8,06 8,12 8,16 8,1 

°C 25,4 25,4 25,6 25,6 

 

OD 7,57 7,62 7,68 7,52 

27/10/2014 
Antes 

        

 

03/11/2014 
Depois 

        

Sal 33 32 32 32 

 

Sal 32 32 32 32 

°C 25,4 25,3 25,3 25,3 

 

°C 23,1 23,4 24,2 24,5 

pH 8 8,02 8,11 8,13 

 

pH 8,23 8,22 8,16 8,18 

OD 7,47 7,52 7,59 7,62 

 

OD 7,87 7,82 7,72 7,76 

27/10/2014 
Depois 

        

      Sal 32 32 31 32 

      °C 26,1 25,9 26,2 25,9 

      pH 8,19 8,18 8,2 8,21 

      OD 7,71 7,75 7,79 7,82 
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AQUÁRIOS G0 

 
ERLEN (FAMÍLIAS G0) 

  
Controle 

I 
Controle 

II 
Amostra 

I 
Amostra 

II 
 

  

Controle 
I 

Controle 
II 

Amostra 
I 

Amostra 
II 

04/11/14         

 

03/11/14         

 Sal 32 32 31 30 

 

Sal 32 32 32 32 

°C 25,9 26 26,1 25,8 

 

°C 24,1 24,4 24,2 24,2 

05/11/14         

 

pH 8,15 8,2 8,12 8,19 

Sal 30 30 30 30 

 

OD 7,93 7,82 7,89 7,72 

°C 25,5 25,5 25,8 26,1 

 

04/11/14         

06/11/14         

 

 Sal 32 32 32 31 

Sal 30 30 30 29 

 

°C 25,7 26 25,9 26,4 

°C 24,7 24,7 24,9 24,5 

 

05/11/14         

07/11/14         

 

Sal 30 30 29 29 

Sal 30 30 30 30 

 

°C 25,6 25,6 25,6 26 

°C 25,8 25,9 26,1 25,7 

 

06/11/14         

08/11/14         

 

Sal 30 30 30 29 

Sal 31 30 30 30 

 

25,5 25,5 25,7 25,8 26,3 

°C 25 25 24,9 24,9 

 

07/11/14         

09/11/14         

 

Sal 30 30 30 30 

Sal 30 30 30 30 

 

°C 25,6 26 26 26,6 

°C 25,3 25,3 25,4 25,5 

 

08/11/14         

10/11/2014 
Antes 

        

 

Sal 31 30 30 29 

Sal 31 30 30 30 

 

°C 24,9 24,9 24,8 24,9 

°C 24,9 24,9 24,8 24,5 

 

09/11/14         

pH 8,14 8,13 8,08 8,15 

 

Sal 31 30 30 30 

OD 7,69 7,72 7,87 7,98 

 

°C 25,3 25,4 25,4 25,5 

10/11/2014 
Depois 

        

 

10/11/14         

Sal 32 32 32 32 

 

Sal 31 30 30 30 

°C 24,2 24,1 24,7 24,3 

 

°C 24,9 24,9 24,7 24,5 

pH 8,32 8,35 8,37 8,35 

 

pH 8,14 8,12 8,08 8,13 

OD 8,11 7,97 7,94 8,07 

 

OD 7,85 7,76 7,65 7,6 
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AQUÁRIOS G0 

 

AQUÁRIOS 1º geração 

  
Controle 

I 
Controle 

II 
Amostra 

I 
Amostra 

II 
 

  
Controle 

I 
Controle 

II 
Amostra 

I 
Amostra 

II 

11/11/14         

 

10/11/14         

 Sal 32 32 32 32 

 

Sal 32 32 32 32 

°C 25,5 25,6 25,5 25,3 

 

°C 24,4 24,2 24,6 24,7 

12/11/14         

 

pH 8,3 8,31 8,27 8,35 

Sal 30 30 29 29 

 

OD 8,1 8,03 7,87 7,94 

°C 26,2 26,2 26,1 25,8 

 

11/11/14         

13/11/14         

 

 Sal 31 31 32 32 

Sal 32 32 31 31 

 

°C 25,5 25,6 25,6 25,6 

°C 26,1 26,2 26,1 25,8 

 

12/11/14         

14/11/14         

 

Sal 30 30 30 29 

Sal 32 32 31 31 

 

°C 25,8 25,9 26,1 26,1 

°C 25,8 26 25,9 25,6 

 

13/11/14         

15/11/14         

 

Sal 31 31 32 32 

Sal 32 32 31 31 

 

°C 25,9 25,9 26,1 26 

°C 25,9 26,1 25,9 25,8 

 

14/11/14         

16/11/14         

 

Sal 30 31 31 31 

Sal 32 32 31 31 

 

°C 25,7 25,7 25,9 25,9 

°C 26 26,2 25,9 26 

 

15/11/14         

17/11/2014 
Antes 

        

 

Sal 31 31 31 31 

Sal 32 32 31 31 

 

°C 25,7 25,7 25,9 25,9 

°C 25,4 25,4 25,4 25,4 

 

16/11/14         

pH 8,15 8,14 7,87 7,89 

 

Sal 32 31 32 32 

OD 7,78 7,63 7,81 7,72 

 

°C 25,7 25,8 26 26 

17/11/2014 
Depois 

        

 

17/11/2014 
Antes 

        

Sal 32 32 32 32 

 

Sal 32 32 32 32 

°C 25 25 24,7 24,6 

 

°C 25,4 25,4 25,5 25,5 

pH 8,32 8,35 8,3 8,32 

 

pH 8,12 8,1 7,91 7,87 

OD 8,07 8,01 7,79 7,84 

 

OD 7,41 7,57 7,89 7,84 

      

17/11/2014 
Depois 

        

      

Sal 32 32 32 32 

      

°C 24,7 24,6 24,3 24,5 

      

pH 8,33 8,24 8,37 8,29 

      

OD 7,81 7,94 7,61 7,72 
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AQUÁRIOS G0   AQUÁRIOS 1º geração 

  
Controle 

I 
Controle 

II 
Amostra 

I 
Amostra 

II 
    

Controle 
I 

Controle 
II 

Amostra 
I 

Amostra 
II 

18/11/14           18/11/14         

 Sal 32 32 31 31    Sal 32 32 32 32 

°C 25,8 26 25,8 25,2   °C 25,4 25,5 26,1 25,7 

19/11/14           19/11/14         

Sal 29 29 30 30   Sal 30 30 29 30 

°C 25,7 25,9 25,6 25   °C 25,2 25,3 25,8 25,5 

20/11/14           20/11/14         

Sal 31 30 30 29   Sal 31 31 31 31 

°C 25,6 25,9 25,6 25   °C 25,1 25,2 25,8 25,5 

21/11/14           21/11/14         

Sal 32 33 31 32   Sal 32 33 30 32 

°C 25,1 25,4 25,1 25,6   °C 24,7 24,9 25,2 25 

22/11/14           22/11/14         

Sal 31 32 32 31   Sal 31 31 30 31 

°C 25,2 25,6 25,8 25,7   °C 24,9 25,3 25,8 25,5 

23/11/14           23/11/14         

Sal 31 31 32 31   Sal 32 31 31 30 

°C 25,1 25,5 25,7 25,6   °C 25,3 25,2 25,7 25,4 

24/11/2014 
Antes 

          24/11/14         

Sal 32 32 32 31   Sal 32 32 31 31 

°C 25,8 25,7 25,8 25,9   °C 25,7 25,7 25,8 25,7 

pH 8,12 8,15 7,98 8,05   pH 8,15 8,1 7,98 8,02 

OD 7,27 7,3 7,74 7,99   OD 7,36 7,29 7,78 7,87 

24/11/2014 
Depois 

          

     Sal 32 32 32 32   

     °C 24 24,2 24,2 24,1   

     pH 8,37 8,45 8,36 8,49   

     OD 7,98 8,04 7,99 8,03   
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AQUÁRIOS G0 

 

ERLENS 1º GER 

  
Controle 

I 
Controle 

II 
Amostra 

I 
Amostra 

II 
 

  
Controle 

I 
Controle 

II 
Amostra 

I 
Amostra 

II 

25/11/14         

 

24/11/14         

 Sal 28 27 27 27 

 

Sal 32 32 32 32 

°C 26 26,1 26 26,1 

 

°C 24,2 24,3 24,1 24,2 

26/11/14         

 

pH 8,42 8,47 8,44 8,45 

Sal 31 30 28 30 

 

OD 8,15 8,02 7,94 7,81 

°C 25,3 25,4 25,4 25,5 

 

25/11/14         

27/11/14         

 

 Sal 28 28 27 27 

Sal 29 28 28 27 

 

°C 25,7 25,8 25,7 26,2 

°C 25,2 25,2 25,1 25,5 

 

26/11/14         

28/11/14         

 

Sal 30 30 28 28 

Sal 32 30 30 31 

 

°C 24,7 24,9 25,8 25,2 

°C 25,2 25,3 25,3 25,4 

 

27/11/14         

29/11/14         

 

Sal 30 30 29 29 

Sal 31 31 31 31 

 

°C 24,7 24,9 25,7 25,1 

°C 25,8 25,8 25,8 25 

 

28/11/14         

30/11/14         

 

Sal 31 31 30 30 

Sal 32 31 31 32 

 

°C 24,7 24,9 25,8 25,2 

°C 25,8 25,9 25,9 25,4 

 

29/11/14         

01/12/2014 
Antes 

        

 

Sal 31 31 30 31 

Sal 31 31 31 31 

 

°C 25,1 25,1 26 25,7 

°C 26,1 26 25,7 25,9 

 

30/11/14         

pH 8,15 8,19 8,1 8,19 

 

Sal 31 31 31 32 

OD 759 7,52 7,77 7,56 

 

°C 25,3 25,3 26 25,9 

01/12/2014 
Depois 

        

 

01/12/14         

Sal 32 32 32 32 

 

Sal 31 31 30 31 

°C 24,9 25 24,7 24,8 

 

°C 25,8 25,9 25,7 25,9 

pH 8,42 8,37 8,39 8,34 

 

pH 8,12 8,17 8,08 8,07 

OD 8,07 8,16 7,97 8,03 

 

OD 7,74 7,6 7,83 7,7 
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AQUÁRIOS G0 

 

AQUÁRIOS 2º geração 

  
Controle 

I 
Controle 

II 
Amostra 

I 
Amostra 

II 
 

  
Controle 

I 
Controle 

II 
Amostra 

I 
Amostra 

II 

02/12/14         

 

01/12/14         

 Sal 33 32 32 32 

 

Sal 32 32 32 32 

°C 24,9 25,1 25,2 24,4 

 

°C 24,6 24,7 24,6 24,5 

03/12/14         

 

pH 8,35 8,42 8,45 8,46 

Sal 33 33 32 32 

 

OD 8,3 8,22 8,01 7,94 

°C 24,4 24,9 25 24,3 

 

02/12/14         

04/12/14         

 

 Sal 33 33 33 33 

Sal 30 32 33 32 

 

°C 24,4 24,6 25,5 24,8 

°C 25,1 25,3 25 24,2 

 

03/12/14         

05/12/14         

 

Sal 29 34 32 32 

Sal 34 34 33 33 

 

°C 24,6 24,7 25,3 24,8 

°C 25 25,3 25,3 24,2 

 

04/12/14         

06/12/14         

 

Sal 30 30 34 33 

Sal 34 33 33 33 

 

°C 24,7 24,8 25 25,6 

°C 26,5 26,5 26,4 25,3 

 

05/12/14         

07/12/14         

 

Sal 34 34 34 34 

Sal 33 33 32 32 

 

°C 24,5 24,8 25,7 25,1 

°C 25,1 25,7 25,7 24,7 

 

06/12/14         

08/12/2014 
Antes 

        

 

Sal 33 34 34 33 

Sal 33 33 32 32 

 

°C 25,7 25,8 26 26,4 

°C 25,6 25,7 25,6 25 

 

07/12/14         

pH 8,22 8,19 8,2 8,23 

 

Sal 33 33 33 32 

OD 8,04 7,91 8,13 8,1 

 

°C 24,9 24,9 26,1 25,6 

08/12/2014 
Depois 

        

 

08/12/2014 
Antes 

        

Sal 32 32 32 32 

 

Sal 32 33 33 32 

°C 24 24,1 24,2 24,2 

 

°C 25,4 25,5 25,7 25,7 

pH 8,31 8,39 8,45 8,44 

 

pH 8,25 8,21 8,2 8,19 

OD 7,56 7,69 7,66 7,67 

 

OD 7,79 7,83 8,16 8,02 

      

08/12/2014 
Depois 

        

      

Sal 32 32 32 32 

      

°C 24,1 24,1 24,2 24,2 

      

pH 8,48 8,48 8,43 8,47 

      

OD 7,559 7,65 7,72 7,54 
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AQUÁRIOS G0 

 

AQUÁRIOS 2º geração 

  
Controle 

I 
Controle 

II 
Amostra 

I 
Amostra 

II 
 

  
Controle 

I 
Controle 

II 
Amostra 

I 
Amostra 

II 

09/12/14         

 

09/12/14         

Sal 33 33 32 32 

 

Sal 33 33 32 32 

°C 25 25,4 25,2 24,4 

 

°C 24,8 25 25,7 25,1 

10/12/14         

 

10/12/14         

 Sal 32 32 31 31 

 

 Sal 32 32 31 31 

°C 24,9 25,5 25,2 24,3 

 

°C 24,6 24,9 25,6 25 

11/12/14         

 

11/12/14         

Sal 32 32 32 31 

 

Sal 32 32 31 31 

°C 24,9 25,4 25,1 25,3 

 

°C 24,9 25,1 25,7 25,3 

12/12/14         

 

12/12/14         

Sal 30 30 29 30 

 

Sal 31 31 30 30 

°C 24,9 25,5 25,1 24,2 

 

°C 24,6 24,8 25,4 24,9 

13/12/14         

 

13/12/14         

Sal 31 31 31 32 

 

Sal 31 32 32 31 

°C 25,1 25,3 25,1 24,7 

 

°C 25,2 25,1 25 25,1 

14/12/14         

 

14/12/14         

Sal 31 31 31 31 

 

Sal 31 32 32 32 

°C 24,9 25 25 24,8 

 

°C 24,8 25,1 24,7 25,1 

15/12/2014 
Antes 

        

 

15/12/14         

Sal 31 31 31 31 

 

Sal 30 31 31 31 

°C 25,6 25,5 25,5 25,4 

 

°C 24,7 24,8 24,7 24,6 

pH 8,2 8,22 8,17 8,19 

 

pH 8,22 8,25 8,15 8,16 

OD 7,52 7,4 7,31 7,09 

 

OD 7,57 7,69 7,42 7,43 

15/12/2014 
Depois 

        

      Sal 32 32 32 32 

      °C 24,3 24,3 24,4 24,5 

      pH 8,43 8,41 8,47 8,47 

      OD 7,47 7,4 7,31 7,09 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 



84 

 

AQUÁRIOS G0 

 

ERLEN 2º geração 

  
Controle 

I 
Controle 

II 
Amostra 

I 
Amostra 

II 
 

  
Controle 

I 
Controle 

II 
Amostra 

I 
Amostra 

II 

16/12/14         

 

16/12/14         

Sal 35 35 34 35 

 

Sal 35 35 36 36 

°C 24,6 24,6 24,5 24,5 

 

°C 24,5 24,6 24,7 24,7 

17/12/14         

 

17/12/14         

 Sal 35 34 33 34 

 

Sal 34 35 36 36 

°C 24,9 24,9 24,8 24,8 

 

°C 24,8 24,9 25 25,2 

18/12/14         

 

18/12/14         

Sal 35 34 34 35 

 

Sal 34 34 35 36 

°C 24,3 24,4 24,3 24,3 

 

°C 24,3 24,3 24,4 24,5 

19/12/14         

 

19/12/14         

Sal 35 34 34 35 

 

Sal 35 35 35 36 

°C 24,6 24,7 24,5 24,4 

 

°C 24,4 24,6 24,7 24,7 

20/12/14         

 

20/12/14         

Sal 34 33 33 35 

 

Sal 33 33 34 34 

°C 24,2 24,4 24,3 24,3 

 

°C 24,3 24,3 24,5 24,4 

21/12/14         

 

21/12/14         

Sal 34 33 32 35 

 

Sal 33 33 34 34 

°C 24,4 24,5 24,4 24,3 

 

°C 24,3 24,3 24,4 24,7 

22/12/14         

 

22/12/14         

Sal 33 33 32 34 

 

Sal 33 33 33 33 

°C 24,8 24,8 24,9 24,9 

 

°C 24,8 24,7 24,7 24,8 

pH 8,15 8,12 8,09 8,1 

 

pH 8,15 8,14 8,1 8,11 

OD 7,35 7,47 7,58 7,49 

 

OD 7,37 7,44 7,68 7,54 

 

Legenda: “Antes” e “Depois” em determinadas datas referem-se às mensurações realizadas antes e 

depois da troca semanal do meio de cultivo e de exposição às NP. 
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10. ANEXOS 

 

 

ANEXO A: Relatórios de ensaios de quantificação dos íons tri e hexavalente de 

cromo e cromo total, realizados em laboratório terceirizado – Acquaplant / Joinville – 

SC. 
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*As unidades de concentração descritas nos laudos como mL/L referem-se na verdade a 

concentrações expressas em mg.L-1 de NP de Cr2O3. 
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