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Resumo - Antes da proliferação no uso dos nanotubos de carbono é importante 
que a toxicidade deste material seja conhecida e apropriadas salvaguardas 
ambientais sejam implementadas. Os ensaios de toxidade constituem uma forma 
de biomonitoramento ativo, pois neles são utilizados organismos-teste, definidos 
como indivíduos padronizados e cultivados em laboratório, que podem fornecer 
indicações sobre as condições de um ecossistema frente à presença de um 
impacto ambiental. Sua utilização fundamenta-se na exposição dos organismos-
teste a várias concentrações de uma ou mais substâncias e aos fatores 
ambientais, durante um determinado período de tempo. A presente proposta 
pretende avaliar a toxicidade, de um novo MWNCT (multiwalled carbono 
nanotube) comercial, de origem norte-americana, por meio do bioensaio com 
Selenastrumcapricornutum. Esta espécie é recomendada como organismo teste 
em ensaio de toxicidade (USEPA, 2002). Quando as células são expostas à 
amostras que contém tóxicos, sua reprodução é afetada, alterando o crescimento 
da população de algas. Os resultados mostraram que este nanomaterial, em 
concentrações a partir de 1ppm (1mg/L) é capaz de causar 50% de redução na 
taxa de reprodução destas algas, considerados excelentes indicadores de 
toxicidade aquática. 
 
Palavras-chave: MWCNT,Selenastrumcapricornutum,ecotoxicologia, toxicidade 
aquática. 
 
Abstract - Before the proliferation of the wide use of carbon nanotubes it is 
important to know the toxicity of this material and appropriate environmental 
safeguards are implemented. The toxicity tests are a form of active biomonitoring, 
since they use test organisms, defined as individuals standardized and grown in 
the laboratory, which can provide information on the conditions of an ecosystem 
forward to the presence of an environmental impact. Their use is based on the 
exposure of test organisms to various concentrations of one or more substances 
and environmental factors during a certain period of time. This study proposes to 
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evaluate the toxicity of a new MWNCT (multiwalledcarbonnanotube) trade, North 
American origin, through bioassay with Selenastrumcapricornutum. This species is 
recommended as a test organism in toxicity testing (USEPA, 2002). When cells 
are exposed to samples containing toxic, its reproduction is affected by changing 
the population growth of algae. Our results showed that this nanomaterial, from 
concentratios of 1ppm (1mg/L) is able to inhibit a 50% the reproduction os the 
populatios of this algae, considered a excellent aquatic toxicityindicatiors. 
 
Keywords:WCNT,Selenastrumcapricornutum,ecotoxicity, aquatic toxicity. 
 
 
1. Introdução 
 

Durante a última década, a nanotecnologia e a nanociência 
desenvolveram-se tão rapidamenteque levaram à descoberta e produção de 
nanomateriais, como os nanotubos de carbono (NTC), nano-Ag (prata), TiO2 
(Dióxido de Titânio)e nano-ZnO (Óxido de Zinco). Entre eles, os nanotubos de 
carbono são típicos nanomateriais muito importantes eamplamente utilizados em 
muitos campos, desde que foramdescobertos nos anos de 1990 (IIJIMA, 1991; 
IIJIMA E ICHIHASHI,1993). As estruturas espaciais de nanotubos de carbono são 
muito especiais, em comparação com os materiais de tamanho normal. A sua 
maior relação comprimento-diâmetro e suas características estruturais especiais, 
tormam-os semelhantesa folhas degrafite enroladas em váriascamadas. Os NTC 
de parede simples (SWCNTs) são usados em áreas industriais e amplamente nas 
áreas biomédicas, em dispositivos eletrônicos, tratamento de águas residuais e 
"sistemas de drugdelivery" (LACERDA et al., 2006). Os NTC de paredes 
múltiplas(MWCNTs) são amplamente utilizados em catálise, enchimentos em 
compositos para aplicações anti-estáticas, os componentes dentro deeléctrodos 
de baterias recarregaveis e materiais compósitos com propriedades eléctricas e 
estruturais melhoradas(GASS et al, 2006;. MIAUDET et al ., 2005) 

A Poluição por NTC tornou-se um foco de atenção de muitos governos. 
Além disso, o público também aumentou as suaspreocupações sobre se e como a 
exposição ànanomateriais pode, potencialmente, causar problemas de saúde 
(MAYNARD et ai., 2011). 
 A presença de nanomateriais (NM) no ambiente é admitida, uma vez que 
“dado o aumento da produção de nanomateriais de todos os tipos, o potencial 
para a sua liberação no meio ambiente e subsequente efeitos sobre a saúde do 
ecossistema, está se tornando uma preocupação crescente'' (KLAINE et al., 
2008). Esta suposição é baseada na experiência obtida com outros poluentes 
(KHOLER e SOM, 2008) e tem governado o campo dos efeitos ambientais das 
nanopartículas.  Entretanto, são limitadas as informações sobre a real liberação 
destas nanopartículas no ambiente.  Sabe-se que a avaliação de risco para uma 
substância é determinada pelo seu efeito, bem como pela exposição a ela e, para 
as nanopartículas, o conhecimento sobre este risco ambiental ainda é escasso 
(GOTTSCHALK e  NOWACK, 2011).Além disso, os avanços no desenvolvimento 
nos processos de produção de nanotubos de carbono (NTC) por fase gasosa, 
tornou possível fabricar diferentes tipos de nanotubos de carbono em larga escala 
(ANDREWS et al, 1999;. ENDO et al, 2005;. FAN et al, 1999;. HATA et al, 2004;. 
NIKOLAEV et al, 1999.; RESASCO et al., 2002), contribuindo ainda mais, para a 
sua disseminação ambiental e exposição ocupacional. 
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 A tecnologia de funcionalização de NTC está atualmente, sendo usada 
para a criação de formas mais solúveis de nanotubos de carbono para vários 
produtos médicos e industriais (CHENGet al., 2002, 2005, 2006; 
RAMASUBRAMANIAM et al, 2003).  Em comparação com a preparação pura, 
nanomateriais de carbono orgânico solúveis em água oufulerenos solúveis em 
água,têm a maior probabilidade de entrar no corpo humano e no ambiente 
aquático. Para ambos os tipos de nanomateriais são esperadas aplicações em 
compósitos multifuncionais, químicos e sensores biológicos, eletrônica molecular, 
células de combustível, super capacitores, baterias de lítio, células solares, e 
sistemas de entrega da droga e do gene. (KLAPER et al., 2010). 
 Apesar das vantagens técnicas promissoras de NTC serem óbvias, as 
perguntas recorrentes são sobre quanto do NTC usado eventualmente acabará 
nos vários compartimentos do ambiente e qual será seu impacto sobre os 
organismos.  Dois estudos pioneiros sobre meio ambiente usaram diferentes 
concentrações para NTC e não encontraram risco potencial, mas eles também 
previram concentrações exponencialmente crescentes de NTC no ambiente para 
a próxima década. (SCHWUAB et.al., 2011). 

Desta forma, os ensaios de toxidade constituem uma forma de 
biomonitoramento o ativo, pois neles são utilizados organismo-teste, definidos 
como indivíduos padronizados e cultivados em laboratório, que podem fornecer 
indicações sobre as condições de um ecossistema frente à presença de um 
impacto ambiental (RAYA-RODRIGUEZ, M. T., 2000). Sua utilização fundamenta-
se na exposição dos organismos-teste a várias concentrações de uma ou mais 
substâncias e aos fatores ambientais, durante um determinado período de tempo 
(GHERARDI-GOLDSTEIN, E.; BERTOLETTI, E.; ZAGATTO, P. A.; ARAÚJO, R. P. 
A. & RAMOS, M. L. L. C., 1990). 

Os nanomateriais apresentaram efeitos adversos em alguns mamíferos 
(Liu et al, 2009;. Oberdörster et al, 2009;. Schanen et al, 2009), o aumento da 
presença dessas partículas no sistema aquático também tem o potencial de 
influenciar os organismos neste ambiente. Vários estudos documentaram os 
efeitos tóxicos de nanomateriais manufaturados sobre os organismos aquáticos, 
como Daphnia magna (LOVERN e KLAPER, 2006), moluscos bivalves (GAGNEet 
al, 2008 e CANESI et al, 2010) ou peixes (FEDERICI et al,. 2007). Geralmente, 
esses estudos revelaram toxicidade variável dependendo do tipo de partícula e de 
suaconcentração.  Outros trabalhos,utilizando algas verdes já foram publicados, 
onde a inibição do crescimento da população algal foi um achado em comum 
(BLAISE et.al, 2008). 
 Interfere ainda, nestas respostas, o fato destes estudos geralmente 
seremrealizados em níveis elevados de exposição e,praticamente nada se sabe 
sobre as suas respostas fisiológicas com exposiçõesa doses mais baixas, ou o 
mecanismo pelo qual 
eles produzem um efeito a estas concentrações mais baixas. (KLAPER et al., 
2010). 
O grau de toxicidade dos NTCs depende ainda, do tipo de célula analisado, 
podendo ser influenciado pelo teste de toxicidade empregado, pela estrutura, 
estado de agregação e grau de pureza dos NTCs e, principalmente, pela 
funcionalização aplicada.(RAYA-RODRIGUEZ, M. T., 2000).A toxicidade dos 
NTCs pode estar relacionada com a presença de resíduos do metal de transição 
utilizado como catalisador no processo de síntese, principalmente ferro e níquel. 
Esses metais são promotores efetivos do estresse oxidativo das células, tecidos e 
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biofluidos sugeriram que o estresse oxidativo gerado pelos NTCs em culturas 
celulares está associado às impurezas de catalisadores metálicos em sua 
superfície ratificaram essa teoria ao demonstrarem ausência de espécies reativas 
em culturas com NTCs purificados. 

As microalgas são organismos unicelulares que são capazes de realizar 
fotossíntese mais rápida e eficientementedo que as plantas terrestres. Neste 
sentido, o estudo do cultivo de microalgas é importante para aumentar o 
conhecimento da biologia das várias espécies. 
Entre o crescimento de microalgas de água doce, as algas unicelulares da classe 
Selenastrumtêm sido amplamente utilizadas(SIPAÚBA-TAVARESet al. de 2009). 
Esta microalga é capaz de tolerar extremas condições de salinidade e meios 
pobres em nutrientes, é facilmente encontrada a partir de bibliotecas deculturas e 
pode ser mantida em condições de cultura de laboratório reprodutíveis 
(MOREIRA-SANTOS et al., 2004). Dentre as diversas espécies de algas 
unicelulares existentes, a Selenastrumcapricornutumtem sido amplamente 
utilizada para testes de avaliação detoxicidade (DOMINGUES, 2008). 
Diante da relevância do estudo do impacto da destinação de nanotubos de 
carbono no ambiente aquático, o presentetrabalho teve comoobjetivoavaliar 
opotencialde toxicidade aquática do MWNTC- Helixpor meio doteste de toxicidade 
cronica com algasverdes, Selenastrumcapricornutum. 
 
EC50 
         AEC50 representa a concentração de um composto em que 50% do seu 
máximo efeito é observado. A EC50 de uma curva dose-resposta representa a 
concentração de um composto em que 50% da população exibem uma resposta, 
depois de um tempo de exposição indicado. 
Também está relacionada com a IC50, que é uma medida da inibição de um 
composto (50% de inibição). Para os ensaios de ligação de competição e ensaios 
funcionais antagonistas IC50 é a medida mais comum da curva de dose-resposta. 
Para agonistas / estimulador de ensaios a medida mais comum é a EC50. 
         Em sistemas biológicos, pequenas alterações na concentração do composto 
tipicamente resultam em mudanças rápidas na resposta. Isto pode ser 
determinado matematicamente por derivação da linha de melhor ajuste. Embora 
contando com um gráfico para a estimativa é mais conveniente, este método 
produz resultados menos precisos. 
Os efeitos de um estressor ou drogas geralmente dependem do tempo de 
exposição. Portanto, a EC50 (e estatísticas semelhantes) será uma função do 
tempo de exposição. A forma exata desta função de tempo vai depender do 
estressor (por exemplo, o agente tóxico específico), o seu mecanismo de ação, o 
organismo exposto, etc. Esta dependência do tempo impede a comparação da 
potência ou toxicidade entre os compostos e entre diferentes 
organismos.(MOORE, 2006). 
 
 
2. Metodologia 
 
Preparação e Caracterização do MWCNT: 

O MWCNT utilizado foi da marca HELIX Material Solutions, não 
funcionalizado, diâmetro de 10-30nm, comprimento de 0,5 - 40µm e pureza de 
95%. O MWCNT foi diluído em tampão fosfato salina (PBS) + 0,01%plurônic F-



 

 

 

127(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) e
(SonicadorUnique, modelo DES 500, Brasil). A
0,01; 0,1; 1,0; 10 e 100ppm.
 
Teste de toxicidade:  
O teste de toxicidade crônica foi realizado com 
segundo protocolo da Environmental Canadá EPS1/RM/25,1992.  
cultura de algasde 7 dias,
2,56 X 105 cels/mL. Cada amostra foi prepara com NT1a 0,01; 0,1; 1,0; 10 e 
100ppm, em 2,5mL de água tamponada. Em cada u
adicionados 100ul do inóculo de algas de concentração conhecida. Após 72horas, 
foi realizada a contagem de células em Câmara de Neubauer. As amostras foram 
realizadas em triplicata, as médias das contagens foram comparadas pelo tes
“t”de Student, assumindo 0,05 como intervalo de confiança. AEC50 foi calculada 
pela análise de regressão.
 

Figura 1 -Imagem da Alga verde 

3. Resultados e Discussão
 

A partir da concentração inicial de 2,6x10
acrescentados os NTCs, nas concentrações de 0,01; 0,1; 1,0; 10,0 e 100ppm, os 
valores das contagens das populações de algas 
48x104; 54x104; 84x10
porcentagem de inibição, O controle foi realizado com água tamponada, utilizada 
para as diluições. 

 
Tabela 1

 
Na figura 2, está demonstrada a relação dose X resposta, e a determinação 

Aldrich, St Louis, MO, USA) e sonicados por 15 minutos 
(SonicadorUnique, modelo DES 500, Brasil). As concentrações testadas foram 
0,01; 0,1; 1,0; 10 e 100ppm. 

O teste de toxicidade crônica foi realizado com Selenastrum capricornutum
Environmental Canadá EPS1/RM/25,1992.  

de 7 dias, como mostra a Figura 1, foi preparado um inóculo com 
cels/mL. Cada amostra foi prepara com NT1a 0,01; 0,1; 1,0; 10 e 

100ppm, em 2,5mL de água tamponada. Em cada uma destas amostras foram 
adicionados 100ul do inóculo de algas de concentração conhecida. Após 72horas, 
foi realizada a contagem de células em Câmara de Neubauer. As amostras foram 
realizadas em triplicata, as médias das contagens foram comparadas pelo tes
“t”de Student, assumindo 0,05 como intervalo de confiança. AEC50 foi calculada 
pela análise de regressão. 

 
 

Imagem da Alga verde Selenastrumcapricornutum
microscópio óptico, aumento de 400X. 

 
 

e Discussão 

concentração inicial de 2,6x105cel/mL de meio às quais foram 
acrescentados os NTCs, nas concentrações de 0,01; 0,1; 1,0; 10,0 e 100ppm, os 
valores das contagens das populações de algas foram respectivamente:44x10

; 84x104cels/mL. A tabela 1 mostra estes resultados em 
porcentagem de inibição, O controle foi realizado com água tamponada, utilizada 

Tabela 1 - Inibição da biomassa algal pelo MWCNT
 

, está demonstrada a relação dose X resposta, e a determinação 
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sonicados por 15 minutos 
concentrações testadas foram 

Selenastrum capricornutum, 
Environmental Canadá EPS1/RM/25,1992.  A partir de uma 

foi preparado um inóculo com 
cels/mL. Cada amostra foi prepara com NT1a 0,01; 0,1; 1,0; 10 e 

ma destas amostras foram 
adicionados 100ul do inóculo de algas de concentração conhecida. Após 72horas, 
foi realizada a contagem de células em Câmara de Neubauer. As amostras foram 
realizadas em triplicata, as médias das contagens foram comparadas pelo teste 
“t”de Student, assumindo 0,05 como intervalo de confiança. AEC50 foi calculada 

mcapricornutumao  

cel/mL de meio às quais foram 
acrescentados os NTCs, nas concentrações de 0,01; 0,1; 1,0; 10,0 e 100ppm, os 

respectivamente:44x104; 
mostra estes resultados em 

porcentagem de inibição, O controle foi realizado com água tamponada, utilizada 

Inibição da biomassa algal pelo MWCNT 

 

, está demonstrada a relação dose X resposta, e a determinação 



 

 

 

da EC50, que foi de 1,295ppm. 
0,0143ppm. 

 

Figura 2 - Análise de regressão logarítmica para relação da dose versus efeito

 
 
4. Conclusão 
 
         O ensaio realizado neste trabalho, utilizando a 
Selenastrumcapricornutum
teste, resultou numa EC50 de 1,295ppm, o que nos permitiu concluir que o 
nanotubo de carbono Helix, a partir de uma concentração
ambiente aquático é  capaz de causar 50% de redução da população destas 
algas, consideradas excelentes indicadores de toxicidade aquática.
indica ainda, a necessidade de um monitoramento, quanto à destinação destas e 
outras nanopartículas no ambiente aquático
aparentemente a concentração da EC50 neste, como em outros trabalhos 
(SCHWUAB et al, 2011) ser inferior às concentrações sugeridas em modelos 
matemáticos,  acredita
carreadoras de poluentes que podem não estar biodisponíveis (
NOWACK, 2008; GOTTSCHALK et al., 2009
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