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                                                                                    A árvore vigorosa não cresceu de improviso.  

                                                   A cidade em que renascestes não se levantou de repente. 

                                                                              Tudo se desenvolve, minuto a minuto...  

                                                       A vida impõe-te “agora” as consequências do “antes”.  

                                           Somos hoje, no espaço e no tempo, a projeção do que fomos. 

                                                                                                                (XAVIER, 1998). 

 



RESUMO 

A nanotecnologia busca o desenvolvimento de novas metodologias para produção de 

produtos em nanoescala, auxiliando na resolução de problemas globais. Entretanto, com 

a enorme gama de produtos existentes atualmente utilizando nanopartículas (NP) é 

considerável a quantidade liberada nos ecossistemas aquáticos. Como exemplo de NP 

temos a prata, que é o metal mais tóxico encontrado nos corpos hídricos, podendo causar 

graves danos ao ser humano e ao meio ambiente. Desta forma, o presente estudo teve 

como objetivo avaliar a toxicidade aguda e crônica de suspensões de nanopartículas de 

prata (AgNP), além de avaliar efeitos multigeracionais e os efeitos pós exposição ao 

agente tóxico, utilizando como organismo teste o microcrustáceo Daphnia magna. A 

síntese e caracterização das AgNP consistiu na metodologia tradicional de síntese 

química utilizando o PVA como agente estabilizante. A caracterização da NP mostrou 

que a suspensão de AgNP não estava em estado de aglomeração, confirmou-se o formato 

esférico característico às AgNP através do comprimento de onda de 401 nm e diâmetro 

médio de 4,6 nm. Os testes de toxicidade agudos indicaram valores de CE50,48h média de 

0,13 µg·L-1. Partindo deste resultado realizaram-se os testes crônicos, para a geração 

parental (F0) onde foram verificados efeitos significativos para o parâmetro longevidade, 

sendo a concentração de efeito observado (CEO) 0,065 µg. L-1 e na fecundidade com o 

aumento do número médio de filhotes/postura apresentando CEO 0,055 µg. L-1. Diferente 

de F0, nos testes de toxicidade crônica pós exposição (F0PE), percebeu-se efeitos 

significativos na longevidade com redução no número de organismos nas menores 

concentrações, porém nas maiores houve a redução de praticamente 50% dos organismos, 

sendo assim obteve-se como CEO 0,025 μg. L−1.Já na fecundidade e no número médio 

de posturas os organismos conseguiram retomar o número de filhotes, podendo entender 

esse aumento como um efeito de recuperação dos organismos. Os testes de toxicidade 

crônica para múltiplas gerações, foram definidos como primeira geração (F1) de neonatos 

da geração F0 e F4 a quarta geração. Ambas gerações se tornaram mais resistentes ao 

agente tóxico do que a geração F0, em decorrência do maior tempo em exposição das 

mães. Quanto a fecundidade, os organismos sofreram efeitos estressores, no qual 

ocasionou no aumento da reprodução, a fim de perpetuar a espécie. Os testes de pós 

exposição da multigeração, geração F1PE e F4PE, os organismos possuíram maior 

sensibilidade ao agente tóxico desde pequenas doses, ainda a taxa de sobrevivência foi 

menor do que os descendentes, visto o maior tempo em meio de teste, além de efeitos 

tóxicos no número médio de posturas. Assim, com base no estudo pôde-se concluir que 

os resultados refletem em efeitos multigeracionais e de pós exposição, visto as gerações 

apresentarem consequências em seu ciclo de vida. 

  

Palavras-chave:  D. magna. Nanopartículas de prata. Toxicidade aguda. Toxicidade 

crônica. Pós exposição.  

 

 

 

 



ABSTRACT 

Nanotechnology seeks to develop new methodologies for the production of nanoscale 

products, helping to solve global problems. However, with the huge range of products 

currently using nanoparticles (NPs), the amount released into aquatic ecosystems is 

considerable. As an example of NP we have silver, which is the most toxic metal found 

in water bodies, and can cause serious damage to humans and the environment. Thus, the 

present study aimed to evaluate the acute and chronic toxicity of silver nanoparticles 

(AgNPs) suspensions, in addition to evaluating multigenerational effects and the post-

exposure effects to the toxic agent, using the crustacean Daphnia magna as a test 

organism. The AgNPs synthesis and characterization consisted of the traditional chemical 

synthesis methodology using PVA as a stabilizing agent. The NPs characterization 

showed that the AgNPs suspension was not in a state of agglomeration, and the spherical 

shape, characteristic of the AgNPs, was confirmed through a wavelength of 401 nm and 

an average diameter of 4.6 nm. Acute toxicity tests indicated mean EC50,48h values of 0.13 

µg·L-1. Based on this result, chronic tests were performed for the F0 generation, where 

significant effects were verified for the longevity parameter, with the observed effect 

concentration (OEC) of 0.065 µg. L-1 and fertility with an increase in the average number 

of babies/posture and OEC of 0.055 µg. L-1. Unlike F0, in the post-exposure chronic 

toxicity tests (F0PE), exposed only in M4 medium, significant effects on longevity were 

observed with a reduction in the number of organisms in the lowest concentrations, 

however in the largest there was a reduction of practically 50% of the organisms. Thus, 

0.025 µg. L-1 was obtained as OEC. In terms of fertility and the average number of 

postures, the organisms managed to recover the number of babies, being able to 

understand this increase as an effect of the organism recovery. The chronic toxicity tests 

for multiple generations were defined as F1 the first generation of neonates of the 

generation F0, and F4 the fourth generation. Both generations became more resistant to 

the toxic agent than the F0 generation, due to the longer exposure time of mothers. As for 

fertility, the organisms suffered stressful effects, which caused an increase in 

reproduction in order to perpetuate the species. In the post-exposure tests of the 

multigeneration, generation F1PE and F4PE, the organisms had greater sensitivity to the 

toxic agent since small doses, and the survival rate was lower than the descendants, given 

the longer exposure time in the test medium, in addition to toxic effects in the average 

number of postures. Thus, based on this study, it was concluded that the results reflect 

multi-generational and post-exposure effects, since the generations have consequences in 

their life cycle. 

Keywords: D. magna. Silver nanoparticles. Acute toxicity. Chronic toxicity. Post-

exposure. 
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1 INTRODUÇÃO 

O ser humano busca constantemente pelo aperfeiçoamento das tecnologias para 

que seja possível usufruir ao máximo dos recursos da natureza (SANTOS, 2014). Desta 

forma surge a nanotecnologia, uma tecnologia nova e em expansão com as principais 

aplicações no desenvolvimento de metodologias inovadoras para a produção de novos 

produtos, auxiliando na resolução de problemas globais (NASROLLAHZADEH et al., 

2019) 

A nanotecnologia é a ciência dedicada ao uso de materiais em nanoescala, 

abrangendo aplicações tanto em sistemas químicos, físicos e biológicos 

(NASROLLAHZADEH et al., 2019).  

A nanotecnologia viabiliza produtos finais melhores, mais eficientes, leves, e 

principalmente buscando a redução do custo, muitos destes materiais encontram em fase 

de comercialização em cosméticos, eletrodomésticos, vestimentas e em diversos 

utensílios e equipamentos (MACIEL et al., 2014).  

O avanço tecnológico nesta ciência proporcionou ao meio científico a produção 

de diversas publicações que chegam a mais de 1 milhão de resultados. Ao buscar na base 

de dados Science Direct, utilizando a palavra-chave “nanotecnologia” são encontradas 

mais de 4 milhões de referências. Em inglês, quando a palavra-chave “nanotechnology” 

é utilizada, são encontrados mais de 9 milhões de resultados. Porém ao pesquisar na 

mesma base de dados pelo termo “multiple generations Daphnia magna” resultam um 

pouco mais de 3.000 pesquisas, assim como “multigenerational nanoparticles” que apenas 

130 resultados são apresentados. Aprofundando as buscas, ao procurar especificamente 

pelo termo anterior, porém com nanopartículas de prata, são exibidos meramente 7 

resultados. Ainda ao investigar por “recovery Daphnia magna” os resultados são de 73 

estudos, porém ao incluir o termo nanopartícula de prata, os resultados são praticamente 

nulos. 

Porém quando comparamos alguns dos trabalhos que já foram realizados in vitro 

nos deparamos com a noção do comportamento destas partículas, porém in vivo ainda são 

poucos os trabalhos que demonstram relação entre a quantidade e as consequências das 

exposições (DHAWAN; SHARMA, 2010; MATHIAS et al., 2014). 

 As nanopartículas de prata (AgNP) que serão empregadas no estudo desta 

pesquisa, se destacam pela sua ampla utilização mundial. Esta ampla utilização é 



principalmente devido a características antifúngicas e antibacterianas deste material 

(SCHULZ et al., 2002; LOPES, 2015). Sendo utilizados também no meio ambiente para 

processos de biorremediação ( MUKHERJEE et al. 2017 ,YADAV et al. 2017) e no 

tratamento de águas residuais (MOUSTAFA, 2017 , KUHR et al. 2018). 

Segundo Antony et al. (2015) e Weinberg et al. (2011) as AgNP são produzidas 

comercialmente em larga escala e afirmam que neste ano de 2020 estima-se que serão 

fabricadas muito além de 5 milhões de toneladas em todo o planeta. Ainda conforme 

Nikmatin et al. (2017) as AgNPs apresentaram bom funcionamento na aplicabilidade 

eletrônica e elétrica, desta forma afirmam que a demanda nessa área deve aumentar muito 

até 2022. 

 Sendo assim, visto a enorme gama de produtos existentes atualmente utilizando 

as AgNPs, pode-se afirmar que a quantidade de nanopartículas liberadas nos ecossistemas 

aquáticos é considerável, causando preocupação em relação a saúde humana e a 

capacidade de ocasionar efeitos adversos (JIANG et al. 2017). 

Segundo Ribeiro et al. (2014) e Kleiven et al. (2019) dentre todos os metais 

encontrados na água, a prata é a mais tóxica, e, contudo, ainda não existem estudos 

aprofundados em relação as AgNP, visto que a toxicidade está diretamente relacionada 

as propriedades físico-químicas como tamanho e carga superficial. Assim como também 

pelas condições em que a mesma é exposta, relacionando-a com a composição do meio, 

pH e temperatura, desta forma torna-se imprescindível a sua pesquisa (KLEIVEN et al. 

2019). 

Desta forma conforme Bhutada e Tang (2019) a ingestão da prata em altas 

concentrações pelo ser humano causam algumas disfunções tais como, problemas 

neurológicos, nos rins, indigestão, dores de cabeça e a Argiria, que é uma condição 

causada por exposição imprópria a compostos de prata que causa o azulamento da pele. 

Sendo assim a Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos (EPA,1991), publicou 

a dose de referência para prata no qual não teria efeitos deletérios, estimativa oral diária 

de 5 μg kg-1 d-1, ao exceder esta concentração tem-se o azulamento da pele e outros efeitos 

nos sistemas orgânicos. 

Mundialmente a legislação referente aos lançamentos das AgNPs nos corpos 

hídricos é inexistente, apenas possuindo alguns limites para metais. No Brasil a Resolução 

nº 430 de 13 de maio de 2011 do CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente) 

https://www-sciencedirect.ez372.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0304389419319284#bib0665
https://www-sciencedirect.ez372.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0304389419319284#bib1045
https://www-sciencedirect.ez372.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0304389419319284#bib0660
https://www-sciencedirect.ez372.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0304389419319284#bib0440


estabelece que “o efluente não deverá causar ou possuir potencial para causar efeitos 

tóxicos aos organismos aquáticos no corpo receptor, de acordo com os critérios de 

ecotoxicidade estabelecidos pelo órgão ambiental competente”.  

Com a inexistência de legislação mundial no controle da emissão de 

nanopartículas, iniciou-se em 2013 o projeto proposto pela União Européia, denominado 

NaNoREG, no qual busca a regulamentação internacional da nanotecnologia, 

fundamentando-se no potencial econômico e inovador dos nanomateriais (NM), e a 

estudos referente a efeitos toxicológicos da exposição aos NM, porém não possuindo 

dados suficientes para fins regulatórios. O Brasil aderiu ao projeto em 2014, e conforme 

sítio do Ministério da Ciência, Tecnologia, Inovações e Comunicações (BRASIL,2019) 

brasileiro o projeto possui como metas: 

1.Disponibilizar aos legisladores um conjunto de ferramentas de 

avaliação de risco e instrumentos de tomada de decisão a curto e médio 

prazo, através da análise de dados e realização de avaliação de risco, 

incluindo a exposição, monitoramento e controle, para um número 

selecionado de nanomateriais já utilizados em produtos; 

2.Desenvolver, a longo prazo, novas estratégias de ensaio adaptadas a 

um elevado número de nanomateriais em que muitos fatores podem 

afetar o seu impacto ambiental e de saúde;  

3. Estabelecer estreita colaboração entre governos e indústria no que diz 

respeito ao conhecimento necessário para a gestão adequada dos riscos, 

e criar a base para abordagens comuns, conjuntos de dados mutuamente 

aceitáveis e práticas de gestão de risco. 

 

Além disso, segundo a Financiadora de Estudos e Projetos (FINEP) em agosto de 

2017 o Brasil e a Argentina firmaram acordo para desenvolver políticas públicas capazes 

de avaliar os nanoprodutos em ambos os países, estabelecendo parcerias nas áreas de 

ciência, tecnologia e inovação no prazo de cinco anos, através do Centro Brasileiro-

Argentino de Nanotecnologia (CBAN) (BRASIL, 2017). 

A toxicologia tem sido definida como o corpo da ciência que se dedica a investigar 

os efeitos nocivos produzidos através de compostos químicos aos organismos vivos 

(COSTA, 2018). Em testes toxicológicos é fundamental determinar qual o organismo 

teste mais se adequa, a fim de identificar a forma em que seus efeitos são manifestados. 

O microcrustáceo Daphnia magna é sensível a substâncias tóxicas e são de fácil cultivo 

em laboratório, desta forma são modelo úteis nessa área (BOWNIK, 2017).  

Conforme Hu et al., (2018) foi partir da nomeação dada pela Agência de Proteção 

Ambiental dos Estados Unidos, em 1978 que este organismo começou a tornar 

representativo em testes toxicológicos. 



Porém de acordo com Bownik (2017) a maior parte das pesquisas toxicológicas 

utilizam a Daphnia magna apenas para testes de toxicidade aguda em sua concentração 

letal mediana (CL50) e para a concentração efetiva média (CE50). Os testes crônicos por 

sua vez muitas vezes não são utilizados com frequência devido ao maior período de 

exposição (21 dias) dos organismos (SAKKA et al., 2016). 

Ainda conforme Maselli et al., (2017) apenas estes dois testes citados 

anteriormente não representam uma avaliação precisa das substâncias tóxicas presentes 

no meio aquático. Tem-se a necessidade de buscar estudos de longo prazo e exposição.  

Sendo assim surge um importante teste para avaliar o efeito toxicológico 

prolongado das substâncias tóxicas, são os testes de multigerações. Segundo Barata et al., 

(2017) “os efeitos observados dentro de uma geração desconsideram potenciais efeitos 

prejudiciais que podem aparecer através das gerações”. 

Os testes de multigerações são testes que demandam maior tempo e muito 

trabalho, entretanto, quando confrontados com os testes de toxicidade aguda ou o teste de 

toxicidade crônico de uma geração, permitem com que se tenha melhores resultados do 

risco potencial real do objeto de estudo (MASELLI et al., 2017). 

Entretanto os efeitos toxicológicos do contaminante podem diminuir ou aumentar 

entre as gerações ou até mesmo se manterem inalterados, sendo necessário avaliar 

também a fase pós exposição dos organismos. De acordo com Campos et al., (2016), 

grande parte dos procedimentos realizados em testes toxicológicos visam exclusivamente 

a avaliação dos efeitos observados no período de apenas uma geração, menosprezando os 

efeitos potenciais que podem surgir entre as multigerações. 

Ainda Marczylo et al. (2016) afirmam que pode ocorrer também com que o efeito 

toxicológico se manifeste através das gerações, não sendo perceptível na primeira geração 

de exposição, além do mais em muitos casos ocorre que as substâncias tóxicas afetam 

tanto os organismos expostos quanto a sua progênie, sendo assim os efeitos podem ser 

mais críticos nas subsequentes análises (MARCZYLO et al., 2016). 

Além da escassez de informações referente aos testes multigeracionais a fase de 

pós exposição também possui poucos estudos, a comunidade científica busca entender 

qual o efeito nos organismos após a exposição ser removida e se estes efeitos continuam 



nas gerações futuras, e como esta exposição contínua poderá afetar os organismos 

(GONÇALVES et al., 2018). 

Por conseguinte, a justificativa do presente estudo se fundamenta na crescente 

evolução na pesquisa das nanopartículas e principalmente a nanopartícula de prata e as 

incertezas de seus efeitos posteriores em organismos aquáticos. Além de contribuir para 

elucidar quais os efeitos toxicológicos que as suspensões de AgNP ocasionam para o 

microcrustáceo D. magna e também para múltiplas gerações deste organismo em fase de 

exposição e de pós exposição a suspensão de AgNP. Além disso, as informações 

referentes a testes de multigeração e pós exposição são extremamente escassas no meio 

científico. 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 SÍNTESE DE NANOPARTÍCULAS DE PRATA 

A síntese de AgNP foi realizada de acordo com o descrito por Fernandes (2014), 

com algumas modificações, pois foi considerado o processo de síntese através da redução 

do AgNO3 pelo agente redutor NaBH4. Desta forma inicialmente foi solubilizado 1g de 

PVA (1% m/v) em 50mL de água de osmose reversa. A solubilização ocorreu em agitação 

média/intensa e à temperatura entre 80 e 90°C durante o período de 1 hora. Após a 

solubilização completa, o PVA foi mantido na geladeira, visando seu resfriamento. 

Na sequência foi diluído 3,15x10-3g de AgNO3 (1mM) em 25mL de água de 

osmose reversa na temperatura de aproximadamente 3°C e 1,4x10-3g de NaBH4 (2mM) 

em 25mL de água de osmose resfriada (±3°C). Posteriormente, o PVA foi colocado em 

um erlenmeyer, sob banho de gelo e com agitação constante, sequencialmente foi 

adicionado o NaBH4 diluído ao erlenmeyer. 

O AgNO3 diluído foi colocado em uma bureta sendo gotejado no erlenmeyer à 

vazão constante de aproximadamente 1 gota por segundo. Sucessivamente, foi mantido o 

erlenmeyer sob agitação por mais 10 min. visando a homogeneização completa da 

solução.  

A última etapa do processo envolveu a vedação do erlenmeyer com papel alumínio 

a fim de conservá-lo em geladeira a 4°C até o momento do uso. O processo de síntese foi 

efetuado a cada 30 dias, pois com o passar dos dias a suspensão de AgNP pode aglomerar, 

o que influenciaria nos resultados dos testes. Além disso, foi utilizada a suspensão de 



AgNP para testes após decorrido um dia da síntese, devido ao fato de que neste período 

de tempo ainda poderia ocorrer uma reação residual de formação de AgNP. 

Figura 1: Suspensão de AgNP com concentração de 2 mg. L-1 representada pela cor 

levemente amarelada, característica da síntese. 

 

Fonte: A Autora (2020) 

 

2.2  CARACTERIZAÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS DE PRATA 

As nanopartículas de prata foram caracterizadas por técnicas de microscopia 

eletrônica de transmissão (MET), espectroscopia de absorção UV-VIS e potencial zeta. 

Estas análises foram realizadas no Laboratório de Microscopia Central (LCME) da 

Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) por meio da colaboração do Laboratório 

de Toxicologia Ambiental (LABTOX) também da UFSC. 

2.2.1 Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

Como descrito por Oscar (2015), a AgNP foi colocada em uma película de 

carbono sobre uma grade de cobre. A amostra permaneceu conservada à temperatura de 

25ºC por 24h, sendo que decorrido o tempo foi analisada na MET (JEM-1011 MET-

100KV).  

Após a análise na MET, a mesma forneceu uma imagem onde foi possível 

determinar o diâmetro médio das AgNP, além da sua área superficial. 

 



2.2.2 Espectroscopia de absorção UV-VIS 

 Neste procedimento foi possível analisar as bandas de absorção que representam 

as AgNP, ou seja, a absorção máxima da AgNP e o seu respectivo comprimento de onda, 

assim como a distribuição do tamanho de partícula (SÁ, 2015). 

Conforme Sá (2015), foi ajustado o comprimento de onda na faixa de 300 a 600 

nm, e a amostra disposta em cubetas de ensaio que foram lidas no espectrofotômetro, 

(Spectro 3000W, Marte Científica). 

2.2.3 Potencial Zeta 

Quanto ao potencial Zeta, o mesmo foi utilizado para analisar as cargas 

superficiais das NP, relacionando se as mesmas poderiam se ligar com outras substâncias. 

O equipamento que foi utilizado para realizar essa análise será o Zetasizer Nano ZS com 

ângulo de retroespelhamento de 173° e temperatura de 25°C (VARENNE et al., 2018). 

2.3 TESTE DE SENSIBILIDADE DO MICROCRUSTÁCEO Daphnia magna 

Os testes de sensibilidade foram realizados para assegurar a qualificação dos 

neonatos e garantir a validação dos testes desta pesquisa . A metodologia dos teste de 

utilizando D. magna como organismo-teste foi realizada de acordo com a NBR 12.713 

(ABNT, 2016) e consistiu na exposição de neonatos (2 até 26 horas de vida) ao meio 

básico (meio ISO), e com a utilização da substância de referência, o dicromato de potássio 

(K2Cr2O7) 10 mg. L-1  por um curto período (24 horas). 

Desta forma os testes foram realizados mensalmente , durante o período de testes 

de toxicidade aguda e no início do teste de toxicidade crônica. 

Após finalizado o teste, verificou-se quantos organismos estavam imóveis em 

cada béquer e o valor de cada leitura anotado na ficha de controle. Enfim calculou-se o 

valor da CE50,24h  para verificar  sensibilidade através do software Graphpad Prism versão 

6.0. 

A norma NBR 12.713/2016 (ABNT, 2016), orienta para a elaboração da carta 

controle, que apresenta um Limite Central (LC), que é a média do valores obtidos, 

considerando dois (02) desvios padrão, Limite Superior (LS), sendo o valor máximo para 

a sensibilidade e o Limite Inferior (LI), com valor mínimo para a sensibilidade. 

A faixa adequada para a sensibilidade dos organismos, conforme a ISO 6341/2012 

é entre 0,6 mg. L-1 a 1,7 mg. L-1 , utilizando como substância de referência, o dicromato 



de potássio. 

2.4 TESTE DE TOXICIDADE AGUDA  

A metodologia do teste de toxicidade aguda utilizando D. magna como 

organismo-teste foi realizada de acordo com a NBR 12.713 (ABNT, 2016) e consistiu na 

exposição de 10 neonatos de forma individual  (2 até 26 horas de vida) a uma série de 

diluições da substância a ser testada por um curto intervalo de tempo (48 horas) 

As concentrações para realizar os testes preliminares partiram das análises feitas 

por Wolf (2018), sendo a faixa determinada: 1µg. L-1; 0,5µg. L-1; 0,25µg. L-1; 0,125µg. 

L-1; 0,062µg. L-1 e 0,031µg. L-1. Para o ensaio definitivo, foi calculado por meio da 

Equação 1, descrita por Atkins e Jones (2012),os volumes necessários para formar cada 

uma das concentrações citadas anteriormente, partindo da solução-mãe de concentração 

conhecida.                 

                                                                Equação (1) 

 

Os volumes da suspensão de AgNP que foram calculados anteriormente foram 

dispostos em balões de 50 mL, onde o volume não preenchido com a solução foi 

preenchido com o meio ISO. Após a homogeneização, cada uma das cinco soluções foram 

divididas em dois béqueres, e adicionou-se os nenonatos, assim como na amostra controle 

que continha apenas o meio ISO. 

Posteriormente o teste foi coberto e mantido em temperatura de 20±2°C durante 

o período de 48 horas, em ambiente com fotoperíodo de 16h de luz difusa. Os organismos 

não foram alimentados. Após terminado o teste, foi analisado o número de móveis e 

imóveis e registrado em fichas de controle de teste. Para calcular a CE50,48h (Concentração 

Efetiva que causa Imobilidade em 50% dos organismos expostos considerando um 

período de 48 horas de exposição), foi utilizado o software Graphpad Prism versão 6.0. 

 

2.5 TESTE DE TOXICIDADE CRÔNICA  

Para o teste crônico foram utilizadas metodologias descritas nas normativas n° 

211/2012 da OECD (OECD, 2012) e ISO 10.706/2000 (ISO, 2000). O teste de toxicidade 

crônica teve como objetivo a verificação da longevidade, reprodução e crescimento do 

microcrustáceo D. magna. O teste teve duração de 21 dias e consistiu na exposição de 10 

neonatos de forma individual a diferentes concentrações de nanoparticulas de prata, além 



de um controle negativo. Os testes de toxicidade crônica foram realizados em triplicata.  

Após o resultado da concentração efetiva (concentração que causou a imobilidade 

em 50% dos organismos expostos) obtida no teste de toxicidade aguda, foi definido as 

diluições com valores menores que o resultado da concentração da CE50,48h, visto que 

estas não apresentariam efeitos letais, assim as concentrações foram: 0,025µg. L-1; 

0,035µg. L-1; 0,045µg. L-1; 0,055µg. L-1; 0,065µg. L-1 e 0,075µg. L-1. O teste conteve no 

total sessenta (60) réplicas, sendo dez (10) réplicas para cada concentração e dez (10) para 

o controle negativo. 

Por meio da Equação 1 foram determinados os volumes necessários da suspensão 

de AgNP. Cada volume foi disposto em balões volumétricos de 250 mL sendo o restante 

preenchido com M4, e após divididos em 10 béqueres, nos controles negativos os 

organismos estavam em contato apenas com o meio M4. Posteriormente, adicionou-se 

em cada recipiente 1 neonato com idade máxima de 24h, totalizando 10 organismos por 

diluição. 

Cada teste crônico durou 21 dias, sendo um teste semi-estático com manutenção 

(higienização dos béqueres de cultivo,troca do meio M4 e alimentação dos organismos) 

realizada três (03) vezes por semana. Neste período o mesmo foi mantido à luz difusa 

(fotoperíodo de 16h diárias) e com temperatura de 20±2°C. Esta metodologia é 

diferenciada dos testes agudos, visto que neste é adicionado alimento aos organismos, 106 

céls.ml-1 por indivíduo conforme sugere DIN 38412 (DIN, 1989). 

Durante a execução do teste foram observados os parâmetros de longevidade, 

reprodução, tempo para a primeira prole e crescimento. A longevidade foi verificada 

através do acompanhamento de organismos móveis e retirada de organismos imóveis do 

teste. 

A reprodução foi acompanhada diariamente, sendo que após o inicio do período 

reprodutivo os neonatos foram contabilizados e para a primeira e penúltima postura 

utilizados para os testes de multiplas gerações. O restante das posturas foi contabilidado 

e descartado. 

Assim como a reprodução, o tempo para a primeira prole foi acompanhado 

diariamente, após os neonatos foram contabilizados e as informações anotadas para 

posterior análise. 

No final do teste crônico, cada organismo foi analisado por meio de uma lupa de 

aumento 40x, a fim de medir seu tamanho e verificar alterações morfológicas, após as D. 

Magna adultas foram dispostas no teste de pós exposição. Todas as informações 



necessárias para análise foram anotadas em fichas de controle de teste. 

Assim como no teste agudo, o software utilizado para a obtenção dos resultados 

foi o Graphpad Prism versão 6.0. Por meio do teste ANOVA, empregando o teste de 

Dunnett, pode-se comparar os resutados obtidos no controle com as concentrações 

analisadas, possibilitando determinar a diferença significativa de 95% entre as mesmas. 

Além disso foi analisado a menor concentração que causa efeitos deletérios 

estatiscamente significativos nos organismos  (CEO), e a maior concentração do agente 

tóxico que não causa efeito deletério (CENO) 

 

2.6 TESTE DE MÚLTIPLAS GERAÇÕES  

A metodologia utilizada para os testes de múltiplas gerações se baseou em 

Gonçalves et al., 2018 com pequenas adaptações. De acordo com tal metodologia as 

concentrações utilizadas no teste de múltiplas gerações foram as mesmas realizadas no 

teste crônico. O teste teve duração de 21 dias e foram mantidos expostos a suspensão de 

AgNP, após foram analisados alguns parâmetros tais como, o crescimento e a 

longevidade, o tempo até a primeira prole, o número de neonatos, e estes comparados 

com os do controle. 

Para cada concentração foram utilizados 1 neonato (<24h) por replica contendo 

25 mL do meio de teste. Foram mantidos os testes nas mesmas condições da cultura/teste 

crônico, ou seja, com temperatura ambiente controla de 20° C(±2°C) e fotoperíodo de 16 

horas. A cada dois dias foram renovados os meios das amostras e do controle negativo, e 

os indivíduos foram alimentados com uma suspensão da alga D. subspicatus. A 

nomenclatura utilizada inicialmente para o teste parental foi F0, para a primeira geração 

de neonatos nascidos entre o 10° e o 12° dia de teste foi denominada como F1, e os 

organismos nascidos no 19º e 20º (quarta postura) como F4. 

Após finalizado o teste, os dados obtidos foram processados estaticamente por 

meio do teste ANOVA empregando o teste de Dunnett com o auxílio do software 

GraphPad Prisma versão 6.0.   

 

2.7 TESTE PÓS EXPOSIÇÃO A SUSPENSÃO AgNP 

A metodologia de pós exposição foi realizada de acordo com Barata et al., (2017) 

com algumas modificações. As Daphnias adultas provenientes de testes crônicos e dos 

testes de multigeração com exposição a AgNPs foram expostas ao M4 (meio de cultura) 



e realizado o mesmo procedimento de manutenção e acompanhamento do teste crônico, 

ou seja um teste semi-estático, com trocas do meio/substância de exposição três vezes por 

semana, fotoperíodo (16/8 – claro/escuro) temperatura controlada (20°C), alimentação e 

duração de 21 dias. O parâmetro de reprodução foi avaliado e comparado aos efeitos das 

D. magna durante e após cessar o contato com as AgNPs. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

3.1 CARACTERIZAÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS DE PRATA 

3.1.1 Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

Os pontos destacados em coloração preta, apresentados na Figura 2, representam 

as AgNP. Desta forma, foi possível definir que as AgNP sintetizadas para o presente 

estudo, possuem forma esférica e estão dispersas no meio.  Além disso, o tamanho médio 

das nanopartículas individuais foi calculado a partir da medida de 100 (cem) 

nanopartículas aleatoriamente, por meio do Software Imagem J. Desta forma conclui-se 

que o diâmetro que prevalece de partículas é de dimensão 4,6 nm (Figura 2). 

Resultado semelhante aos observados nos estudos de Lin et al. (2020), 

Kudryashov et al. (2020), Prymak et al. (2018) e Baláž et al. (2017), atestando a 

confiabilidade do resultado obtido nesse estudo. Além disso, considerando a dispersão 

das nanopartículas, pode-se indicar que as mesmas não estão em estado de aglomeração, 

como também verificado por Majeed et al. (2018). 

Figura 2:  Imagem de Microscopia Eletrônica de Transmissão obtida para a suspensão 

das AgNP. 

 

Fonte: Laboratório de Microscopia Central da UFSC. 



3.1.2 Espectroscopia de absorção UV-VIS 

Através da Figura 3, é possível visualizar a curva característica de AgNPs no 

espectro UV-VIS, no qual relaciona a absorbância com o comprimento de onda. Desta 

forma, pode-se obter o resultado da absorção máxima e a distribuição do tamanho de 

partículas. No presente estudo, a absorbância máxima transcorreu no comprimento de 

onda de 401nm, confirmando o formato esférico característico às AgNP, em 

conformidade com Badineni et al. (2020) e Rosa et al. (2017). 

Becaro et al. (2015) realizaram a síntese da AgNP por meio da redução química e 

utilizaram o PVA como agente estabilizante, e assim assemelhando, obtiveram a 

absorbância máxima em 400nm. Do mesmo modo, Prymak et al. (2018) obteve uma 

absorbância máxima em 406nm, com as mesmas rotas químicas e agente estabilizante. 

Rosa et al. (2017), também comprovaram os resultados semelhantes aos desta pesquisa, 

e obtiveram a absorbância centrada em 420 nm. Ainda assim, conforme Hegazy et 

al. (2018) o formato equivalente a gaussiana do pico, demonstra uma adequada 

distribuição de tamanho de partícula. 

Figura 3: Curva da AgNP no espectro no UV-VIS, relação da absorbância e do 

comprimento de onda. 

 

Fonte: Laboratório de Microscopia Central da UFSC. 

 

3.1.3 Potencial Zeta 

Segundo Uskokovic et al. (2011) o Potencial Zeta (PZ) permite determinar a carga 

superficial das AgNPs, e pode ser utilizado como indicador da estabilidade das 



suspensões. Desta forma considerou-se três (03) meios diferentes para análise: AgNP 

pura, AgNP diluída em M4, e AgNP diluída em meio ISO, apresentados na Tabela 1. 

Tabela 1: Resultados das medidas de PZ e pH em três meios de análise. 

AgNP pH PZ ± DP (mV) 

H2O OR 7,7 -0,95 ± 0,08 

M4 7,9 -4,80 ± 0,39 

ISO 7,9 -4,39 ± 0,35 

Fonte: A Autora (2020) 

Além disso, segundo Ahmed et al. (2017), a carga superficial interfere na 

toxicidade dos AgNPs e nas suas relações com os organismos. Desta forma, conforme 

Bechtold (2011), quando o valor do PZ for menor ou igual a -30mV e maior ou igual a 

30mV, as partículas podem ser consideradas estáveis, não ocorrendo aglomerações das 

AgNP. Ainda assim, quando o valor do PZ está próximo de 0mv, a velocidade de 

aglomeração aumenta (BECHTOLD, 2011). 

Desta forma, analisando a Tabela 1, pode-se perceber que todas as análises 

encontram-se fora da faixa apresentada por Bechtold (2011), compreendendo assim que 

as partículas possuem certo grau de instabilidade. Em razão disso, as maiores 

aglomerações ocorreram na AgNP pura, as demais condições, distaram 

significativamente do ponto isoelétrico (ponto menos estável), estando mais estável 

quando diluída no meio ISO ou M4. 

Assim sendo, os resultados obtidos nesta pesquisa em relação a NP pura são 

semelhantes aos resultados apresentados por Becaro et al. (2015), sendo assim, mesmo 

que o valor do potencial Zeta esteja discrepante com a literatura, a estabilização esférica 

da suspensão da AgNP pode ser considerada pela presença do PVA, justificando o valor 

reduzido da carga superficial, através do potencial de estabilização da mesma. 

Ainda assim, de acordo com Zawrah et al. 2016 a análise do pH torna-se essencial 

na avaliação do PZ, sendo que as NP estáveis, encontram-se afastadas do ponto 

isoelétrico, visto que neste ponto a atração entre as partículas é maximizada. Desta forma 

ao mudar alterando o pH ocorrerá a mudança da carga superficial na superfície das 

nanopartículas e as mesmas exercerão uma força repulsiva entre elas (KHAIRUL et al., 

2016). 



3.2 TESTES DE SENSIBILIDADE COM Daphnia magna 

Na Figura 4, estão apresentados os resultados dos testes de sensibilidade 

realizados durante o período de execução dos testes de toxicidade aguda, e inicialmente 

ao teste crônico. Neste período a sensibilidade variou de 0,50 mg. L-1 a 1,00 mg. L-1, 

sendo assim não foram utilizados os neonatos do período de teste que apresentaram 

valores fora da faixa recomendada pela ISO 6341/2012 (ISO, 2012). 

Figura 4: Carta-controle da sensibilidade do organismo teste Daphnia magna 

considerando como substância de referência o dicromato de potássio 10 mg. L-1. 

 

Fonte: A Autora (2020) 

Desta forma, como apresentado na Figura 4, os resultados obtidos estão 

representados pelos triângulos em preto, o Limite Central (LC), que reproduz a média dos 

resultados, o Limite Inferior (LI) calculado por meio da média menos dois desvios padrão 

e o Limite Superior (LS) calculado somando-se a média com dois desvios padrão. 

Sendo assim, obteve-se uma CE50,24h média de 0,66 mg. L-1 e o desvio padrão foi 

aproximadamente 0,17 mg. L-1, estando na faixa ideal para a realização dos testes, 

estabelecida pela norma ISO 6341/2012 (ISO, 2012). 

 

3.3 TESTES DE TOXICIDADE AGUDA COM Daphnia magna  

Para a obtenção da CE50,48h foram realizados sete (07) testes de toxicidade aguda 

com D. magna, sendo assim, na Tabela 2 estão apresentados os respectivos resultados, 

conjuntamente com o intervalo de confiança (IC) de 95%. A análise estatística foi 

realizada no programa GraphPad Prism versão 6.0. 
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Tabela 2: Parâmetros registrados de pH e OD e valores de CE50,48h (µg·L-1) calculados 

com base nos resultados dos testes de toxicidade com Daphnia magna, para IC de 95%. 

 

Teste 

 

pH 

Oxigênio 

Dissolvido 

(mg. L-1) 

CE50,48h 

(µg·L-1) 

 

IC (95%) 

1 11,50 7,15 0,13 0,10 ± 0,16 

2 6,80 6,50 0,19 0,15 ± 0,23 

3 8,12 7,90 0,13  0,10 ± 0,16 

4 7,37 7,45 0,08  0,06 ± 0,10 

5 6,97 7,60 0,19  0,17 ± 0,16 

6 7,36 7,89 0,11 0,07 ± 1,17 

7 8,16 6,67 0,08  0,07 ± 0,09 

MÉDIA  0,13 0,11 ± 0,17 
Fonte: A Autora (2020) 

Analisando a Tabela 2, pode-se perceber que a os valores apresentaram resultados 

variados entre 0,08 µg·L-1 (testes 4 e 7) e 0,19 µg·L-1 (testes 2 e 6) com uma média global 

da CE50,48h de 0,13 µg·L-1.  

Pode-se afirmar que a variação da CE50,48h está relacionada com o comportamento 

instável da AgNP em testes e condições de exposição. Dessa forma a alteração do pH 

(YIN et al., 2014) e a estabilidade da força iônica influenciam diretamente na rota e na 

toxicidade das AgNPs (AKAIGHE et al. 2012). Além disso segundo Yue et al. (2015) 

quando ocorre agregação de AgNP e aumenta a liberação de íons de prata, 

consequentemente aumenta a força iônica, e desta forma causando maior toxicidade. 

Ainda assim, segundo Durán et al. (2018) devido à instabilidade das AgNP, há 

possibilidade de ocorrer oxidação para formação de Ag+, quando expostas a água e ao 

oxigênio. Além disso a área superficial influencia diretamente na toxicidade das NPs de 

Ag, visto que uma maior área consequentemente poderá proporcionar maior liberação de 

íons Ag+. 

 

3.4 TESTES DE TOXICIDADE CRÔNICA COM Daphnia magna 

3.4.2 Teste de toxicidade crônica geração parental F0 

Os resultados para longevidade, fecundidade, início da primeira postura, número 

médio de posturas e crescimento obtidos nos testes estão apresentados na Tabela 3, e 

foram comparados com o controle negativo por meio da ANOVA empregando o teste de 

https://www-sciencedirect.ez372.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0304389419319284#bib0025


Dunnett, com efeitos significativos de 95% (p<0,05), 99%(p<0,01) e 99,9% (p<0,001). 

Desta forma, pode-se determinar a CEO e a CENO. 



Tabela 3: Resultados para o teste de toxicidade crônica da geração parental F0 com a suspensão de AgNP utilizando como organismo teste o 

microcrustáceo Daphnia magna. 

 

F0 

 

Concentração 

(µg/L) 

 

Longevidade 

(%) 

 

n 

 

Fecundidade  

 

n 

Início da 

primeira 

postura 

(dias) 

 

n 

Número 

médio de 

posturas 

 

n 

Crescimento 

(mm) 

 

n 

 

 

AgNP  

Controle negativo 100 30 9,80 ± 4,95 30  12,83 ± 1,99  30 2,40±1,07 30 2,76 ± 0,14 30 

0,025 83,33 30 8,65 ± 2,13 26  12,19 ± 2,00  26 2,77±0,65 26 2,71 ± 0,09 24 

0,035 83,33 30 9,22 ± 2,31 27  12,19 ± 1,41  27 2,67±0,48 27 2,70 ±0,11 26 

0,045 83,33 30 9,36 ± 3,53 22  12,77 ± 2,04  22 2,73±0,76 22 2,70 ±0,12 22 

0,055 60,00** 30 11,56 ± 3,15*** 18  12,39 ± 2,06  18 2,89±0,90 18 2,81 ± 0,11 18 

0,065 56,67*** 30 12,44 ± 3,19*** 18  12,47 ± 2,76  19 3,00±0,84 18 2,83 ± 0,12 15 

CEO  0,055 0,055 SE SE SE 

CENO  0,045 0,045 SE SE SE 

Obs.: os asteriscos correspondem ao grau de significância, sendo que: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 

Legenda: n: número de organismos representantes da amostra, SE: Sem Efeito e ND: Não Determinado 

Fonte: A Autora (2020).



A partir dos resultados obtidos e dispostos na Tabela 3, analisou-se que o teste F0 

apresentou efeitos estaticamente relevantes para o parâmetro longevidade e fecundidade. 

Em relação ao parâmetro longevidade, ao fim de 21 dias (período de teste) percebeu-se 

nas maiores concentrações a redução do número de organismos expostos à suspensão de 

AgNP quando comparado com o controle negativo (CN), como é possível observar na 

Figura 4a. Sendo assim, a CEO para a longevidade é de 0,055 µg. L-1 a CENO 0,045 µg. 

L-1. 

Distinto a longevidade, no parâmetro fecundidade o número médio de 

filhotes/postura aumentou gradativamente conforme o aumento da concentração, ao 

comparar com o controle negativo, conforme Figura 4b. Desta forma a CEO para a 

fecundidade é de 0,055 µg. L-1 e a CENO 0,045 µg. L-1   

Figura 4: Efeito crônico na geração F0 para o parâmetro longevidade (a) e fecundidade 

(b), após contato com a suspensão de AgNP e utilizando o organismo teste o 

microcrustáceo Daphnia magna  

  
 
 Obs: os asteriscos correspondem ao grau de significância, sendo que: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 

Fonte: A Autora (2020) 

 

Sakka et al. (2016), realizaram testes crônicos de duas nanopartículas de prata com 

estabilizações diferentes, com tamanho de 143 nm e 96 nm, respectivamente, utilizando 

também o organismo teste D. magna. Os resultados obtidos por Sakka et al. (2016) 

indicaram que a mortalidade dos organismos aumentou nas concentrações mais elevadas 

(19,2 e 38,5 μg. L-1) de AgNP, o que corrobora os resultados do presente estudo. 



Da mesma forma, Mackevica et al. (2015) apresentaram resultados acerca da taxa 

de sobrevivência da D. magna, sendo que a mortalidade aumentou 60% na concentração 

mais alta de 1,6 μg. L-1 de AgNP, assim como o observado neste estudo, através da 

avaliação percentual no parâmetro longevidade. 

Ainda assim Hu et al. (2018) estudaram a faixa de exposição de 0,1-3,2 e 10-320 

μg. AgNP L-1  e também encontraram alterações na taxa de sobrevivência, onde o número 

de organismos diminuiu com o aumento da concentração de exposição, sendo a taxa de 

sobrevivência de 45% na concentração mais alta. 

Segundo Rossetto et al. (2014), o aumento da fecundidade nas concentrações mais 

altas em comparação ao controle negativo, pode ser justificado pela exposição às AgNP, 

na qual causam uma situação adversa ou estressante aos organismos. Nessas 

circunstâncias de desequilíbrio os organismos se reproduzem em maiores quantidades 

para continuidade de sua espécie, sendo assim, essa alteração é uma resposta frente a uma 

perturbação.  

Ainda assim, como identificado neste estudo, Sorensen et al. (2016) verificaram 

que após a exposição dos indivíduos para a faixa de tratamento de 10, 50 e 200 μg. L-1 de 

AgNP obteve-se dados em que o número de neonatos aumentou estatisticamente 

insuficiente com a concentração de AgNP. Esse resultado também foi relatado por 

Mackevica et al. (2015), para o mesmo tipo de AgNP a 10 μg Ag L-1.  

Entretanto, Sakka et al. (2016), investigaram a exposição dos indivíduos na faixa 

de tratamento de 5, 10, 15, 30 e 60 μg. L −1 de AgNP e perceberam que nas maiores 

concentrações (19,2 e 38,5 μg. L −1  para AgNP estabilizadas com citrato e 27,5 μg. L −1   

estabilizadas com detergente), o número de neonatos diminuiu abaixo dos níveis do 

controle negativo, contrariando os dados estudados na pesquisa, visto o aumento da 

reprodução em 0,055 μg. L −1   e 0,065 μg. L −1 . Apesar disso, como também pôde ser 

verificado neste estudo, Sakka et al. (2016), perceberam que o número de posturas e a 

data de início da reprodução não foram estatisticamente significativos em comparação ao 

controle negativo. 

Assim como nesta pesquisa, Sakka et al. (2016) e Sorensen et al. (2016) não 

encontraram efeitos significativos no comprimento do corpo, não existindo diferenças 

entre o controle e todas as concentrações testadas de AgNP. Entretanto, Hu et al. (2018), 

encontraram efeitos no comprimento da D. magna nas maiores concentrações testadas.  



Além dos efeitos apresentados anteriormente, no final do período de teste 

verificou-se alterações morfológicas nos organismos, como mostrado na Figura 5. 

Figura 5: Alterações morfológicas visualizadas na D. magna após o período de teste 

crônico da geração parental F0. a) organismo do controle negativo; b) e c) organismos da 

concentração 0,055 µg. L-1, d) organismo da concentração 0,065 µg. L-1 

   

   

Fonte: A Autora (2020) 

A partir das imagens apresentadas na Figura 5, pode-se perceber alterações na 

morfologia dos organismos em razão da exposição a AgNP. Ao comparar o organismo 

do controle negativo (Figura 5a) com os demais organismos, nota-se redução do espinho 

apical, assinalados com um círculo (Figura 5b e 5c). Além disso foram visualizados 

organismos com manchas escuras na bolsa incubadora (Figura 5a, 5b e 5c) ou em outra 

parte do corpo, podendo ser indicativo de acúmulo de AgNP. 

Ainda assim, essa alteração morfológica também foi percebida por Becaro et 

al. (2015), onde tanto em indivíduos jovens como adultos verificou-se aglomerações de 

AgNP em partes do corpo no período de teste. 

Avaliando os organismos de cada concentração testadas, pôde-se verificar as 

alterações indicadas superior a 35% dos organismos. Sendo assim, constata-se que as 

a) b) 

c) d) 



alterações morfológicas provenientes da exposição à AgNP podem ser consideradas 

graves.  

Foi verificado durante o decorrer do teste o surgimento de ovos de resistência 

(anomalia oriunda de condições desfavoráveis como falta de alimento, temperatura, e 

agentes tóxicos, sendo assim fêmeas diploides produzem assexuadamente fêmeas e 

machos diplóides que sexuadamente produzem ovos de resistências, os efípios) na 

concentração 0,065 µg. L-1, no qual surgiram em decorrência de condições adversas em 

que o organismo estava exposto. 

3.4.3 Teste de toxicidade crônica pós exposição (F0PE) 

Os organismos dos testes de toxicidade crônicos pós exposição, são provenientes 

da geração parental F0, onde após a finalização do teste crônico, os organismos 

sobreviventes foram dispostos em meio M4 permanecendo durante o período de 21 dias, 

realizando a manutenção três (03) vezes na semana. 

Foram comparados o CN com a geração F0 e a F0PE  nos parâmetros longevidade, 

fecundidade, número médio de posturas e crescimento, apresentados na Tabela 4. A 

análise estatística ocorreu por meio da ANOVA e o teste de Dunnett com efeitos 

significativos de 95% (p<0,05), 99%(p<0,01) e 99,9% (p<0,001). Desta forma, pode-se 

determinar a CEO e a CENO. 

 



Tabela 4: Resultados do teste de toxicidade do crônico pós exposição (F0PE) para a geração parental (F0) mantido em meio M4 pelo período 

de 21 dias, utilizando o organismo teste o microcrustáceo Daphnia magna. 

 

Fonte: A Autora (2020) 
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Crescimento 

F0PE 

(mm) 

 

 
n 

 

 
Crescimento 

F0 

(mm) 

 

 
n 

 

 
 

 

AgNP  

Controle 

negativo 

83,33 30 100 30 8,04 ± 3,49 25 9,80 ± 4,95 30 2,79 ±1,23 

 

28 2,40±1,07 30 2,89 ± 0,07 25 2,76 ± 0,14 30 

0,025 46,67* 30 83,33 30 8,00 ± 3,01 14 8,65 ± 2,13 24 3,00 ±1,45 21 2,77±0,65 26 2,85 ± 0,10 14 2,71 ± 0,09 24 

0,035 46,67* 30 83,33 30 8,86 ± 3,25 14 9,22 ± 2,31 25 2,91 ±1,44 23 2,67±0,48 27 2,89 ±0,12 14 2,70 ±0,11 26 

0,045 70,00 30 83,33 30 10,44 ± 4,37 18 9,36 ± 3,53 21 3,60 ±1,35 20 2,73±0,76 22 2,85 ±0,17 20 2,73 ±0,12 22 

0,055 53,33 30 60,00** 30 12,87 ± 4,66*** 15 11,56 ± 3,15*** 17 4,00 ±1,37* 17 2,89±0,90 18 2,87 ± 0,13 15 2,81 ± 0,11 18 

0,065 53,33 30 56,67*** 30 11,50 ± 2,90* 14 12,44 ± 31,89*** 17 3,37 ±1,41 16 3,00±0,84 18 2,83 ±0,10 14 2,83 ± 0,12 15 

CEO 0,025 0,055 0,055 0,055 0,055 SE  SE SE 

CENO 0,045 0,045 0,045 0,045 0,045 SE  SE SE 

Obs.: os asteriscos correspondem ao grau de significância, sendo que: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001  

Legenda: n: número de organismos representantes da amostra, SE: Sem Efeito e ND: Não Determinado. 



A partir dos resultados expostos na Tabela 4 percebeu-se que para esta condição 

de pós exposição (FOPE) houveram efeitos significativos para os parâmetros longevidade, 

fecundidade e no número médio de posturas. Em relação a longevidade pode-se perceber 

redução no número de organismos no final do período de 21 dias em relação ao CN, nas 

concentrações 0,025 μg. L−1 e 0,035 μg. L−1 como é possível verificar na Figura 5a, 

entretanto nas maiores concentrações pode-se perceber redução de praticamente 50% dos 

organismos. Sendo assim obteve-se como CEO 0,025 μg. L−1 , e os efeitos não foram 

observados, a partir da concentração, 0,045 μg. L−1, desta forma definida como a CENO.  

Ainda assim, divergente dos resultados da geração F0, onde os organismos foram 

afetados significativamente nas maiores concentrações, em F0PE houveram reduções nas 

menores concentrações, porém, essa dissemelhança é minimizada quando analisado o 

tempo de vida dos organismos. As D. magnas completaram 42 dias de vida, desta forma 

ocorreu a mortalidade natural das mesmas, assim como também pôde ser verificado no 

controle negativo. Desta maneira como afirma EPA (2002), o ciclo de vida médio da D. 

magna é de 40 dias em condições de temperatura na faixa de 25ºC e de 56 dias para 

temperatura de 20ºC. 

 Já em relação a fecundidade, foram observados efeitos a partir da concentração 

de 0,055 μg. L−1, sendo assim foi definida como CEO para a fecundidade. Abaixo desta 

concentração, não foram observados efeitos, logo a CENO é 0,045 μg. L−1, conforme 

Figura 5b.  Além disso ao comparar a geração F0 com F0PE pode-se perceber o aumento 

gradativo no número de filhotes na geração pós exposição, em relação ao CN. Esse 

resultado revela que os organismos em ambiente não tóxico, conseguiram retomar o 

número de filhotes, podendo entender esse aumento como um efeito de recuperação dos 

organismos. Nas concentrações mais baixas onde os organismos não foram 

significativamente afetados na pós exposição não obteve-se efeitos estatisticamente 

relevantes, em razão dos mesmos conseguirem se manter nas condições de contato com 

baixas concentrações de NP. 

Quanto ao número médio de posturas, análogo aos dados obtidos da fecundidade 

em F0, os organismos tiveram resultado superior em relação a prole, quando comparado 

com o CN, compreendendo assim que as menores concentrações não são tão prejudiciais 

ao longo do tempo. Ainda assim pode-se perceber que na geração F0 o número médio de 

posturas aumentou ligeiramente, porém sem efeito significativo, mas ao analisar a F0PE, 



em todas as concentrações houve o aumento da prole, entendendo assim como um efeito 

positivo em relação a recuperação dos organismos. 

O parâmetro crescimento aumentou ligeiramente em F0PE ao comparar com F0, 

ambos sem efeitos significativos, entretanto esse resultado é favorável para a recuperação 

dos organismos ao longo do tempo.  

Figura 5: Resultado gráfico do teste crônico pós exposição (FOPE) em meio M4, com o 

organismo teste o microcrustáceo Daphnia magna para a) Longevidade e b) Fecundidade. 

  

Obs: os asteriscos correspondem ao grau de significância, sendo que: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 

 Fonte: A Autora (2020) 

 

3.4.3 Teste de toxicidade crônica para múltiplas gerações, geração F1 e F4 do 

microcrustáceo Daphnia magna 

 

Na Tabela 5 e 6 estão apresentados os resultados referentes ao teste de múltiplas 

gerações, realizado com a primeira geração (F1) e a penúltima geração (F4) de neonatos 

da geração parental (F0) do microcrustáceo D. magna. A fim de avaliar os parâmetros de 

longevidade, fecundidade, número total de posturas, primeira prole e crescimento. 



Tabela 5:  Resultado do teste de multigeração com suspensão da AgNP, após 21 dias de exposição, utilizando o organismo teste o microcrustáceo Daphnia magna 

 

  Longevidade (%) Crescimento (mm) 

𝛍𝐠. 𝐋−𝟏 F0 n F1 n F4 n F0 n F1 n F4 n 

CN 100 30 96,67 30 93,33 30 2,76 ± 0,14 30 2,71 ±0,18 29 2,77 ±0,23 28 

0,025 83,33 30 86,67 30 80,00 30 2,71 ± 0,09 24 2,74 ±0,09 25 2,74 ±0,14 24 

0,035 83,33 30 73,33 30 90,00 30 2,70 ±0,11 26 2,75 ±0,13 22 2,73 ±0,10 27 

0,045 83,33 30 80,00 30 90,00 30 2,73 ±0,12 22 2,72 ±0,16 22 2,76 ±0,09 26 

0,055 60,00** 30 73,33 30 86,67 30 2,81 ± 0,11 18 2,76 ±0,09 22 2,82 ±0,09 26 

0,065 56,67*** 30 93,33 30 80,00 30 2,83 ± 0,12 15 2,77 ±0,15 28 2,81 ±0,10 24 

* = diferente significativamente em relação ao controle 

Fonte: A Autora (2020) 

Tabela 6:  Resultado do teste de toxicidade crônica de multigeração com suspensão da AgNP, após 21 dias de exposição, utilizando o organismo teste o 

microcrustáceo Daphnia magna 

 
  

Fecundidade 

 

Número total de posturas 

Início da primeira Postura 

 (dias) 

𝛍𝐠. 𝐋−𝟏 F0 n F1 n F4 n F0 n F1 n F4 n F0 n F1 n F4 n 

CN 9,80 ± 4,95 30 7,72 ± 2,14 29 5,57 ±2,59 28 72 30 66 29 64 27  12,83 ± 1,99  30 13,48±0,95 29 13,00±1,30 26 

0,025 8,65 ± 2,13 26 10,58 ± 3,57** 26 7,58 ±4,44** 20 72 26 79 28 53 20  12,19 ± 2,00  26 12,32±1,52 28 12,20±1,82 20 

0,035 9,22 ± 2,31 27 8,27 ± 3,10 22 8,14 ±3,65* 26 72 27 61 23 73 28  12,19 ± 1,41  27 13,68±2,23 22 12,57±2,36 28 

0,045 9,36 ± 3,53 22 8,67 ± 4,10 24 10,19±3,48**** 26 60 22 57 25 78 29  12,77 ± 2,04  22 14,52±2,79 25 11,36±0,91** 28 

0,055 11,56 ± 3,15*** 18 9,09 ±3,78 22 7,89 ±5,34** 24 52 18 56 24 65 26  12,39 ± 2,06  18 13,67±2,26 24 11,00±2,27*** 25 

0,065 12,44 ± 31,89*** 18 9,50 ± 3,45 28 8,87 ±8,50**** 15 54 18 78 29 50* 15  12,47 ± 2,76  19 13,70±2,77 29 11,93±2,06 14 

* = diferente significativamente em relação ao controle  

Fonte: A Autora (2020) 



A partir dos resultados apresentados na Tabela 5, pode-se perceber que somente 

na geração parental F0 houve efeitos significativos no parâmetro longevidade, sendo que 

nas concentrações 0,055 µg. L-1 e 0,065 µg. L-1 ocorreram as maiores taxas de 

mortalidade. Ainda assim é possível verificar que os neonatos da geração F1 e F4 

tornaram-se mais resistentes ao agente tóxico do que a geração F0, em decorrência a 

estarem um maior tempo expostos. 

Em relação ao crescimento não foram apresentados efeitos significativos em 

nenhuma prole, entretanto verificou-se o aumento no comprimento da D. magna em todas 

as gerações (F0, F1 e F4) nas concentrações mais altas, quando comparado ao controle 

negativo. Ainda Hartmann et al. (2019) estudaram os efeitos nos organismos na faixa de 

concentração de (1,25; 2,5; 5,0 e 10) µg. L-1 e obtiveram efeitos estatisticamente 

significativos no comprimento do corpo apenas na concentração mais alta, resultando no 

comprimento corporal maior em comparação ao CN, nas demais concentrações os 

resultados não deferiram entre o controle e as concentrações testadas. 

Na Tabela 6, estão apresentados os resultados referentes a fecundidade, número 

total de posturas e início da primeira postura. Pode-se perceber que em relação a 

fecundidade todas as gerações com exceção da concentração 0,025 µg. L-1 em F0, se 

reproduziram em maior quantidade do que o controle negativo. Na geração F1, foram 

verificados efeitos significativos na primeira concentração de teste, já em F4 os efeitos 

foram percebidos em todas as concentrações, sendo assim pode-se perceber que os 

organismos até mesmo nas menores concentrações sofreram efeitos estressores, 

ocasionando no aumento da reprodução, a fim de perpetuar a espécie.  

Porém Hartmann et al. (2019) ao analisar o efeito multigeracional de várias 

gerações verificou que o número médio de filhotes nas maiores concentrações foi inferior 

em comparação com o controle negativo, contrariando os dados desta pesquisa. Ainda 

percebeu que na geração F1 na concentração mais baixa e nas duas mais altas ocorreram 

as menores taxas de reprodução, dados contrários ao estudo. Ainda Völker et al. (2013) 

estudaram os efeitos multigeracionais de cinco gerações de D. magna da na faixa 2,5, 5 e 

10 µg AgNP L −1 e perceberam que em todas as concentrações testadas houveram 

reduções do número de neonatos, quando comparado ao CN. 

Em relação ao número total de posturas, foram observados efeitos significativos 

em F4 na concentração 0,065 µg. L-1, esse resultado confere com a Tabela 7, onde 



apresenta o número de organismos que não se reproduziram por concentração. E as 

Figuras 6a e 6b onde verificou-se a presença de machos oriundos da reprodução da 

geração parental, diminuindo o número total de posturas. 

Tabela 6: Número de organismos que não se reproduziram nas gerações F1 e F4. 

AgNP (µg. L-1) F1 F4 

0,025 - 4 

0,035 - 1 

0,045 - - 

0,055 - 4 

0,065 - 9 

Controle Negativo - - 

Fonte: A Autora (2020) 

Figura 6: Machos visualizados na finalização do teste de toxicidade crônica de 

multigeração com suspensão de AgNP. a) e b) organismos da concentração 0,065 µg.L-1 

que não se reproduziram.  

 

Fonte: A Autora (2020) 

O início da primeira postura foi reduzido na geração F0 ao comparar com o 

controle negativo. Enquanto na geração F1 a prole aumentou a partir da concentração 

0,035µg. L-1 comparando com o CN. Já na geração F4 todas as concentrações 

apresentaram redução no início da primeira postura, quando analisado com o controle 

negativo, ainda foram percebidos efeitos significativos na concentração 0,045 µg. L-1 e 

0,055 µg. L-1.  

Hartmann et al. (2019) estudaram os principais parâmetros do ciclo de vida da D. 

magna (reprodução, mortalidade, tempo até a primeira prole e comprimento do corpo) 

a) b)  



durante seis gerações, e perceberam que somente na segunda e terceira geração o tempo 

para a primeira prole foi significativamente afetado. 

 Os resultados apresentados refletem em efeitos multigeracionais, visto que os 

neonatos provenientes da geração parental, após caracterizados como geração F1 e F4, 

apresentaram consequências em seu ciclo de vida.  

 

3.4.4 Teste pós exposição da multigeração, geração F1PE e F4PE - Descendentes da 

geração F0.  

Os resultados do teste pós exposição da multigeração, geração F1PE e F4PE – 

Descendentes da geração F0 estão apresentados na Tabela 7 e Tabela 8.



Tabela 7: Resultado do parâmetro longevidade e crescimento após 21 dias de teste de pós exposição dos testes de toxicidade crônica de multigeração, disposta em meio 

M4, utilizando o organismo teste o microcrustáceo Daphnia magna. 
 

  Longevidade (%) Crescimento (mm) 

 F1  n F4 n F1PE n F4PE n F1 n F4 n F1PE n F4PE n 

CN 96,67 30 93,33 30 93,33 30 83,33 30 2,71 ±0,18 29 2,77 ±0,23 28 2,88 ±0,08 28 2,91 ±0,08 27 

0,025 86,67 30 80,00 30 60,00* 30 53,33* 30 2,74 ±0,09 25 2,74 ±0,14 24 2,89 ±0,09 18 2,87 ±0,20 14 

0,035 73,33 30 90,00 30 70,00 30 83,33 30 2,75 ±0,13 22 2,73 ±0,10 27 2,90 ±0,09 21 2,96 ±0,08 25 

0,045 80,00 30 90,00 30 70,00 30 80,00 30 2,72 ±0,16 22 2,76 ±0,09 26 2,89 ±0,09 32 2,91 ±0,08 24 

0,055 73,33 30 86,67 30 53,33** 30 70,00 30 2,76 ±0,09 22 2,82 ±0,09 26 2,87 ±0,06 18 2,86 ±0,08 17 

0,065 93,33 30 80,00 30 53,33** 30 76,67 30 2,77 ±0,15 28 2,81 ±0,10 24 2,89 ±0,07 22 2,95 ±0,07 14 

* = diferente significativamente em relação ao controle 

Fonte: A Autora (2020) 

 

Tabela 8:  Resultado do parâmetro fecundidade, número total de posturas e início da primeira postura após 21 dias de teste de pós exposição dos testes de toxicidade 

crônica da multigeração, disposta em meio M4, utilizando o organismo teste o microcrustáceo Daphnia magna. 
 

  

Fecundidade 
 

Número médio de posturas 

𝛍𝐠. 𝐋−𝟏 F1 n F4 n F1PE  n F4PE n F1 n F4 N F1PE n F4PE n 

CN 7,72 ± 2,14 29 5,57 ±2,59 28 10,48±5,32 29 12,96±7,36 25 2,28±0,59 29 2,37±0,56 27 3,41±1,09 29 3,54±1,62 28 

0,025 10,58 ± 3,57** 26 7,58 ±4,44** 20 11,04±4,86 23 8,95±6,27 21 2,82±0,90 28 2,65±0,74 20 3,74±1,14 23 3,06±1,43 18 

0,035 8,27 ± 3,10 22 8,14 ±3,65* 26 11,29±4,86 21 11,38±5,95 26 2,65±0,88 23 2,61±0,92 28 3,82±0,96 22 3,63±1,28 27 

0,045 8,67 ± 4,10 24 10,19±3,48**** 26 11,75±5,06 24 8,50±2,87 24 2,28±0,89 25 2,69±0,97 29 4,46±1,21* 24 3,31±1,05 26 

0,055 9,09 ±3,78 22 7,89 ±5,34** 24 10,96±6,84 23 9,15±5,13 26 2,33±0,87 24 2,50±0,81 26 3,48±1,44 23 3,36±0,73 22 

0,065 9,50 ± 3,45 28 8,87 ±8,50**** 15 11,82±6,17 28 9,35±8,50 23 2,69±1,04 29 3,33±0,82** 15 3,75±1,46 28 4,43±1,16 14 

* = diferente significativamente em relação ao controle 

Fonte: A Autora (2020) 

 



Através da Tabela 7, pode-se verificar que no parâmetro longevidade foram 

identificados efeitos significativos em F1PE e F4PE. Na pós exposição da primeira 

geração (F1PE)todas as concentrações reduziram o número de indivíduos de  D. magna 

adultas, percebe-se ainda que os organismos sofreram efeitos tóxicos na menor 

concentração e também nas duas concentrações mais altas, entende-se que os 

organismos possuem maior sensibilidade ao agente tóxico desde pequenas doses. 

Ainda ao verificar as gerações F1 e F4 percebe-se que a taxa de sobrevivência é maior 

do que as gerações pós exposição, justifica-se pelo qual os organismos estavam em 

meio de teste a mais de 40 dias, observado a média do ciclo de vida da D.magna de 

56 dias, com temperatura controlada de 20ºC (RAND, 1995). 

O crescimento em ambas análises não resultaram em efeitos significativos, 

porém, na maior concentração 0,065 µg. L-1 os organismos possuíam o comprimento 

do corpo maior, comparado ao CN, desta forma compreende-se que após o término 

da exposição a AgNP as D. magnas conseguiram reagir e aumentar o seu tamanho. 

No parâmetro crescimento não foram obtidos efeitos significativos para 

nenhuma concentração de pós exposição, entretanto, em quase todas as 

concentrações, inclusive no controle negativo os organismos aumentaram a 

reprodução quando comparado com F1 e F4, comprovando que a finalização da 

exposição da AgNP interfere na capacidade de multiplicação da espécie. 

Em relação ao número médio de posturas, pode-se perceber que em F1 não 

foram observados efeitos significativos, enquanto na pós exposição (F1PE) na 

concentração 0,045 µg. L-1  os organismos se reproduziram mais vezes, ainda assim 

todas as concentrações tiveram efeito positivo comparando conjuntamente com o 

controle negativo. O mesmo ocorreu em F4, onde todas as concentrações tiveram o 

aumento de proles, comparando com o CN, entretanto efeitos significativos foram 

observados somente na maior concentração, porém em F4PE ocorreu discrepâncias 

nos resultados, em algumas concentrações os organismos desenvolveram mais 

posturas, e outras o valor ficou abaixo do controle negativo. Ainda assim, ao comparar 

a geração F1 e F4 e a pós exposição com a geração parental (Tabela 3), pode-se 

perceber que F0 não apresentou resultados significativos para nenhuma concentração 

no número médio de posturas. Apesar disso, segundo Kim et al. (2013) e Arndt et al. 

(2014) em muitas pesquisas os efeitos tóxicos nos organismos são verificados em 

gerações pós exposição, apesar de não apresentar nenhuma toxicidade na geração 

parental. 



4 CONCLUSÕES 

O presente estudo confirma claramente que o cenário de exposição, pós exposição 

e múltiplas gerações é de grande importância para avaliar a toxicidade de nanopartículas 

de prata para organismos aquáticos, desta forma é possível concluir que: 

• As AgNP sintetizadas nesta pesquisa, possuem forma esférica (característico da 

NP) e diâmetro de 4,6 nm não estando em estado de aglomeração e estando estável 

quando diluída no meio ISO ou M4. 

• Nos testes de toxicidade aguda a média global da CE50,48h foi de 0,13 µg·L-1. 

• Na geração parental (F0) no teste de toxicidade crônica nas maiores concentrações 

verificou-se a redução do número de organismos sobreviventes, já a fecundidade 

aumentou gradativamente conforme o aumento da concentração. 

• Na pós exposição (F0PE) da geração parental os efeitos foram significativos na 

longevidade nas menores concentrações, porém houve redução de 50% dos organismos 

nas concentrações mais altas, justifica-se pelo tempo de vida da D. magna, visto que já 

estavam a mais de 40 dias em teste.  

• Ainda na fecundidade em F0PE os organismos conseguiram retomar o número de 

filhotes ao comparar com o controle negativo, entendendo assim como um efeito de 

recuperação dos organismos, já nas menores concentrações não foram identificados 

efeitos perceptíveis considerando que nestas condições os mesmos conseguiram se 

manter, resultado positivo em relação a recuperação dos organismos. Assim como o 

número médio de posturas foi superior em relação a prole, compreendendo assim que as 

menores concentrações não são tão prejudiciais ao longo do tempo.  

• No teste de toxicidade crônica para múltiplas gerações, não foram identificados 

efeitos perceptíveis na longevidade em nenhuma geração (F1 e F4), diferentemente da 

geração parental, entretanto os organismos tornaram-se mais resistentes ao agente tóxico 

do que a geração F0, em decorrência do maior tempo em exposição. Ainda a fecundidade 

aumentou em praticamente todas as gerações, desta forma, pode-se dizer que os 

organismos até mesmo nas menores concentrações sofreram efeitos estressores, 

ocasionando no aumento da reprodução, a fim de perpetuar a espécie. 

• Já em relação ao número total de posturas, foram observados efeitos significativos 

na geração F4 na maior concentração, devido a presença de machos oriundos da 

reprodução da geração parental. Pode-se afirmar que os resultados obtidos refletem em 



efeitos multigeracionais, visto que os neonatos apresentaram consequências em seu ciclo 

de vida.  

• Nos testes de pós exposição da multigeração os organismos apresentaram 

sensibilidade ao agente tóxico desde pequenas doses além da redução da taxa de 

sobrevivência pelo ciclo de vida natural da D. magna. Também foram percebidos efeitos 

no número médio de posturas na geração F1PE onde os organismos se reproduziram mais 

vezes em todas as concentrações em comparação com o CN, porém em F4PE ocorreu 

discrepâncias nos resultados, entretanto em muitas pesquisas os efeitos tóxicos nos 

organismos são verificados em gerações pós exposição, apesar de não apresentar 

nenhuma toxicidade na geração parental. 

• Não foram identificados efeitos significativos em relação ao crescimento em 

nenhum dos testes realizados.  

• Verificou-se também a importância do estudo da toxicidade das AgNPs, 

evidenciando efeitos multigeracionais e pós exposição em organismos aquáticos, além da 

contribuição na pesquisa, visto que a escassez de informações é significativa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5 RECOMENDAÇÕES 

Com a finalização desta pesquisa é possível indicar algumas recomendações para 

pesquisas futuras e desta forma pode-se citar as seguintes: 

• Analisar separadamente a influência dos parâmetros temperatura, pH, oxigênio 

dissolvido e luminosidade na toxicidade da amostra de AgNP; 

• Avaliar os efeitos de diferentes condições de alimentação para a Daphnia magna; 

• Realizar testes com a suspensão de AgNP em amostras de água de ambiente 

natural/modificado buscando verificar alterações na toxicidade da AgNP devido 

a presença de matéria orgânica e outros compostos; 

• Realizar estudos da cinética de absorção e bioacumulação das AgNPs na D. 

magna; 

• Realizar testes para avaliar as interações intraespecíficas em diferentes fases da 

população de D. magna; 

• Realizar testes de localização e ingestão das AgNPs para D. magna para observar 

a localização dos aglomerados de NP; 

• Realizar testes para análise do comportamento de natação da D. magna. 
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