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RESUMO 

Os nanomateriais estão sendo amplamente utilizados em nosso 

cotidiano, com diferentes finalidades. A nanopartículas de prata (NPAg) 

é conhecida por suas propriedades antimicrobianas e é uma das mais 

comuns em produtos de consumo, tais como tecidos utilizados em 

roupas para prática de esportes, produtos médicos, produtos para bebês e 

muitos outros. O uso generalizado de NPAg pode aumentar sua 

liberação para ambientes naturais e às estações de tratamento de águas 

residuárias, onde podemos encontrar bactérias do ciclo do nitrogênio. 

Entre elas são bactérias oxidadoras de amônio (BOA), que são 

consideradas extremamente sensíveis às mudanças no ambiente. Como 

as NPAgs afetam a atividade dessas bactérias, importantes agentes 

reguladores do nitrogênio na natureza, este trabalho visa avaliar sua 

inibição em processo em batelada e em processo contínuo perante uma 

cultura pura de Nitrosomonas europaea e também uma cultura 

enriquecida em BOA, utilizando nanopartícula comercial. Para isso 

foram feitos testes inibição em batelada e em contínuo, de tempo de 

exposição, testes cinéticos, de microscopia e expressão gênica, expondo 

a bactéria à NPAg e Ag
+
. Os ensaios com cultura pura, nas 

concentrações de 0,075 mgAgNO3.L
-1

 (íon de prata), 0,075, 0,25, 0,50 e 

0,75 mgAg_NPAg.L
-1

. Os resultados indicaram que as NPAg 

apresentam toxicidade elevada sobre a N. europaea, reduzido a 

velocidade de oxidação de amônia de 80,95 mgNO2
-
.L

-1
.d

-1
 para 46,43 

mgNO2
-
.L

-1
.d

-1
 quando exposto à 0,75 mgAg_NPAg.L

-1
 (inibição foi de 

42%). A concentração necessária para inibir a atividade em 50% (KI50) 

foi de 0,85 mgAg_NPAg.L
-1

.  Íons de prata geraram 100% de inibição 

da cultura. A expressão gênica corroborou com esses resultados, 

indicando que existem outros caminhos metabólicos sendo utilizados 

pela bactéria na presença desse tóxico, podendo haver formação de N2O, 

gás do efeito estufa. A cultura mista também apresentou maior 

suscetibilidade ao Ag
+
 do que à NPAg, sendo que a concentração 

necessária para inibir 50% da atividade foi de 0,36 mgAgNO3.L
-1

 e 

10,75 mgAg_NPAg.L
-1

, quase 30 vezes maior. Através de imagens 

produzidas MEV foi possível observar que a NPAg age sobre a 

membrana celular, causando ruptura da mesma em elevadas 

concentrações. Já o íon não apresentou danos relevantes à superfície da 

bactéria, agindo internamente. A comunidade nitritante perdeu atividade 

após a exposição contínua à 4,35 mgAg_NPAg.L
-1

, indicando que o 

acúmulo de amônia, devido a redução da atividade bacteriana com 



 

 

consequente esgotamento do sistema estudado. Por fim, um teste de 

tempo de exposição indicou que a toxicidade da NPAg é exclusivamente 

dependente da dose aplicada, sendo independente do tempo de 

exposição.  

  

Palavras-chave: inibição, expressão gênica, nanopartículas de prata, 

nitritação, bactérias oxidadoras de amônia.  

  



 

 

ABSTRACT 

Nanomaterials are being widely used in our daily lives, with different 

purposes. Silver nanoparticle (NPAg) is known by its antimicrobial 

properties and is one of the most common in consumer products, such as 

sports cloths, medical products, baby products and many others. The 

widespread use of NPAg can increase its release to natural environments 

and to wastewater treatment plants (WWTP), where we can find bacteria 

from the Nitrogen cycle. Among them are ammonia oxidizing bacteria 

(AOB), that are considered extremely sensitive to environment changes. 

NPAg can affect the activity from this group of bacteria, and disrupt the 

nitrogen cycle. Therefore, this works objective was to evaluate the 

inhibition caused by NPAg during batch and continuous experiments 

towards a pure culture of Nitrosomonas europaea and also to a enriched 

culture AOB, using a commercial silver nanoparticles. Several tests 

were performed, such as: batch assays and continuous  tests, dose and 

contact time batches, among other tests in order to try to understand the 

mechanism behind this inhibition. Pure culture batches were exposed to 

0.075 AgNO3.L
-1

 (silver ion), 0.075, 0.25, 0.50 e 0.75 mgAg_NPAg.L
-1

. 

Nitrite production rate, fluorescence microscopy analysis and molecular 

biological methods were used to verify the toxic effect of those 

concentrations of silver. Results pointed out that NPAg cause inhibition 

of N. europaea, reducing ammonia oxidation rate from 80.95 mgNO2
-
L

-

1
.d

-1
 ,in control, to 46.43 mgNO2

-
.L

-1
.d

-1
 when exposed to 0.75 

mgAg_NPAg.L
-1

 (42% of inhibition). NPAg concentration needed to 

reduce bacterial activity in 50% (KI50) was 0.85 mgAg_NPAg.L
-1

. 

Silver ions caused 100% of inhibition. Gene expression corroborates 

with these results, indicating that there are other metabolic pathways 

being used by the bacteria in the presence of this toxic compound, with 

possible formation of N2O, a greenhouse gas.  The mixed culture also 

showed higher susceptibility to silver ion than NPAg. Wherein the KI50 

was 0.36 mgAgNO3.L
-1

 and 10.75 mgAg_NPAg.L
-1

, almost 30 times 

higher. SEM images showed how NPAg generates pints and breakage of 

cell membrane in when exposed to high concentrations of NPAg. 

However, Ag
+
 did not cause damage the surface of the bacteria, acting 

internally. The nitrifying community lost activity after continuous 

exposure to 4.35 mgAg_NPAg.L
-1

, ammonia accumulated, generating 

being toxic to the culture. Finally, a contact time test shown that the 

inhibition caused by NPAg is exclusively dependent of the dose and 

independent of the exposure time. 



 

 

Palavras-chave: Inhibition, silver nanoparticles, gene expression, 

ammonia oxidizing bacteria.   



 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1 Ciclo de vida dos nanocompostos (adaptado de SOM et 

al.,2011)................................................................................................. 35 
Figura 2 Esquema representativo do ciclo do Nitrogênio. Processo de 

assimilação está em verde, dissimilatório em cinza. As demais cores 

representam processos relatados recentemente. As flechas pontilhadas 

indicam trocas entre o meio aeróbio e anaeróbio. RDNA – Redução 

Dissimilatória do Nitrato para Amônia (adaptado de THAMDRUP, 

2012). .................................................................................................... 38 
Figura 3 Porcentagem de amônia livre e ácido nitroso como N, em 

relação a concentração de íon amônio e nitrito presente (SCHMIDELL  

e REGINATTO, 2007). ......................................................................... 41 
Figura 4 Etapas da reação de nitritação e seus caminhos metabólicos 

(adaptado de CHANDRAN et al., 2011) ............................................... 43 
Figura 5 Frascos de cultivo utilizados para os ensaios de inibição em 

batelada sobre cultura pura. ................................................................... 58 
Figura 6 Esquema ilustrativo do reator A.............................................. 66 
Figura 7 Foto do Reator B. .................................................................... 66 
Figura 8 Esquema de operação do reator B, onde ↓ representa o início da 

adição de meio nutritivo;       demostra os períodos aerados e        

demostra os períodos em anaerobiose. .................................................. 67 
Figura 9 Produção de nitrito durante os 7 dias de cultivo da N. europaea.

 ............................................................................................................... 79 
Figura 10 Correlação entre o grau de inibição da atividade da cultura 

pura de Nitrosomonas europaea e a concentração de NPAg. ............... 80 
Figura 11 Variação da concentração do íon de prata liberado para o 

meio, ao longo do tempo, para diferentes concentrações de NPAg, em 

cultivos contendo N. europaea. As barras indicam o desvio padrão. .... 84 
Figura 12 Expressão dos genes funcionais da Nitrosomonas europaea 

após a exposição ao íon de prata e duas concentrações de NPAg. ........ 85 
Figura 13 Concentração das formas nitrogenadas ao longo da operação 

do reator para enriquecimento em BOA. Fase I – mudança de meio; fase 

II – operação do reator com aproximadamente 700 mg N_NH4
+
.L

-1 
e 

fase III – redução de carga do reator (100 mg N_ NH4
+
.L-1). Onde 

N_NH4
+
S – concentração de íon amônio na saída do reator; N_NH4

+
E - 

concentração de íon amônio na entrada do reator; N_NO2
-
S - 

concentração de nitrito na saída do reator; N_NO3
-
S - concentração de 

nitrato na saída do reator. ...................................................................... 88 



 

 

Figura 14 Imagens da nanopartícula de prata obtidas através do MET. 

(a) Microfotografia com escala de 100 nm; (b) microfotografia com 

escala de 50 nm. .................................................................................... 91 
Figura 15 Distribuição de tamanho das nanopartículas. ....................... 92 
Figura 16 Consumo de amônio pelas BOA em função do tempo, em 

diferentes concentrações de NPAg. ...................................................... 93 
Figura 17 Produção de nitrito durante a exposição da cultura nitritante à 

NPAg. ................................................................................................... 94 
Figura 18 Correlação entre o grau de inibição da atividade das bactérias 

e a concentração de NPAg. ................................................................... 95 
Figura 19 Consumo de amônio pelas BOA em função do tempo, em 

diferentes concentrações de Ag
+
. .......................................................... 98 

Figura 20 Produção de nitrito durante a exposição da cultura nitritante à 

Ag
+
. ....................................................................................................... 98 

Figura 21 Correlação entre o grau de inibição da atividade das bactérias 

e a concentração de Ag
+
. ....................................................................... 99 

Figura 22 Imagens de microscopia eletrônica de varredura (MEV), de 

amostras de biomassa expostas à (a) 0 mg Ag.L
-1

 (controle); (b) 5 mg 

Ag_NPAg.L
-1

; (c) 10,75 mg Ag_NPAg.L
-1

; (d) 30 mg Ag_NPAg.L
-1

; 

(e) 0,1 mg Ag
+
_AgNO3.L

-1
; (f) 0,357 mg Ag

+
_AgNO3.L

-1 
e (g) 0,8 mg 

Ag
+
_AgNO3.L

-1
. ................................................................................. 103 

Figura 23 Monitoramento das formas nitrogenadas no efluente do reator 

durante o ensaio de inibição em processo contínuo controle (sem prata) 

e com NPAg (4,53 mgAg_NPAg.L
-1

). ................................................ 105 
Figura 24 Variação da concentração de oxigênio dissolvido ao longo do 

ciclo de operação, durante a etapa controle (a) e após a adição de NPAg 

(b) (4,53 mg Ag_NPAg.L
-1

). ............................................................... 107 
Figura 25 Monitoramento das formas nitrogenadas no efluente do reator 

durante o ensaio de inibição em processo contínuo controle (sem prata) 

e com NPAg (1,32 mgAg_NPAg.L
-1

). ................................................ 109 
Figura 26 Variação da concentração de oxigênio dissolvido ao longo do 

ciclo de operação, durante a etapa controle (a) e após a adição de NPAg 

(b) (1,32 mg Ag_NPAg.L
-1

). ............................................................... 110 
Figura 27 Consumo do íon amônio durante diferentes tempos de 

exposição, sendo a Figura (a) o controle e (b) exposto a 4,53 

mgAg_NPAg.L
-1

. Onde T1 – biomassa exposta por 1 dia; T2 – por 2 

dias; T3 – por 3 dias; T4 – por 4 dias e T5 – por 5 dias. ..................... 114 
Figura 28 Consumo do íon amônio durante diferentes tempos de 

exposição, sendo a Figura (a) o controle, (b) exposto a 1,32 



 

 

mgAg_NPAg.L
-1

 e (c) exposto a 2,56 mgAg_NPAg.L
-1

 Onde T1 – 

biomassa exposta por 1 dia; T2 – por 2 dias; T3 – por 3 dias; T4 – por 4 

dias e T5 – por 5 dias. ......................................................................... 116 
 

  



 

 

  



 

 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1 Meio nutritivo 2265 para a bactéria ATCC 19718 ................. 56 
Tabela 2 Concentrações de íons de prata e nanopartículas de prata 

utilizadas no ensaio de inibição em batelada de sobre cultura pura. ..... 58 
Tabela 3 Primers utilizados na análise de expressão gênica ................. 63 
Tabela 4 Composição do meio de cultura sintético para cultura mista. 64 
Tabela 5 Composição da solução de micronutrientes para cultura mista.

 ............................................................................................................... 65 
Tabela 6 Condições de cultivo dos reatores nitritantes ......................... 67 
Tabela 7 Concentrações de nanopartícula de prata utilizadas em ensaio 

de inibição em batelada. ........................................................................ 69 
Tabela 8 Concentrações de nitrato de prata utilizadas em ensaio de 

inibição em batelada. ............................................................................. 69 
Tabela 9 Porcentagem de células não coradas pelo corante DAPI ........ 77 
Tabela 10 Velocidade de produção de nitrito pela Nitrosomonas 
europaea e a respectiva inibição. .......................................................... 79 
Tabela 11 Concentração de íons de prata liberados de nanopartículas de 

prata. ...................................................................................................... 82 
Tabela 12 Velocidades específicas de produção de nitrito nos ensaios de 

inibição em batelada das BOA com NPAg. .......................................... 94 
Tabela 13 Concentração de íons de prata liberada da NPAg em cada 

ensaio..................................................................................................... 97 
Tabela 14 Velocidades específicas de produção de nitrito nos ensaios de 

inibição em processo em batelada das BOA com Ag
+
 (AgNO3)........... 99 

Tabela 15 Velocidades específicas de consumo de oxigênio antes e após 

a adição de NPAg (4,53 mg Ag_NPAg.L
-1

). ....................................... 108 
Tabela 16 Velocidades específicas de consumo de oxigênio antes e após 

a adição de NPAg (1,32 mg Ag_NPAg.L
-1

). ....................................... 111 
Tabela 17 Velocidade de consumo de íon amônio em diferentes tempos 

de exposição (4,53 mgAg_NPAg.L
-1

). ................................................ 115 
Tabela 18 Velocidade de produção de nitrato em diferentes tempos de 

exposição (4,53 mgAg_NPAg.L
-1

). ..................................................... 115 
Tabela 19 Velocidade de consumo de íon amônio em diferentes tempos 

de exposição (1,32 mgAg_NPAg.L
-1 

e 2,56 mgAg_NPAg.L
-1

). ......... 117 
Tabela 20 Velocidade de produção de nitrato em diferentes tempos de 

exposição (1,32 mgAg_NPAg.L
-1 

e 2,56 mgAg_NPAg.L
-1

) ............... 117 
Tabela 21 Variação da concentração de nitrogênio amoniacal em ensaio 

abiótico com NPAg. ............................................................................ 145 



 

 

Tabela 22 Variação do pH em ensaio abiótico com NPAg. ................ 145 
Tabela 23 Variação do OD em ensaio abiótico com NPAg. ............... 145 
Tabela 24 Variação da concentração de nitrogênio amoniacal em ensaio 

abiótico com Ag
+
. ............................................................................... 146 

Tabela 25 Variação do pH em ensaio abiótico com NPAg. ................ 146 
Tabela 26 Variação do OD em ensaio abiótico com NPAg. ............... 147 
  



 

 

LISTA DE SÍMBOLOS E SIGLAS 

 

∆∆CT,gene alvo – Variação entre os Ct (cycle threshold) da amostra que 

exposta à prata e ao controle, sem a prata; 

Ag_NPAg – Concentração de prata na forma de nanopartículas de prata; 

Ag
+ 

 – íon de prata; 

Ag
+
_AgNO3 – Concentração de íons de prata da forma de nitrato de 

prata; 

AMO - Enzima amônia monooxigenase; 

BOA – Bactérias oxidadoras de amônia ; 

BON – Bactérias oxidadoras de nitrito; 

CASAN - Companhia de Saneamento de Água e Esgoto de Santa 

Catarina;  

CLP – Controlador Lógico Programável; 

CML - Concentração mínima letal; 

CONAMA - Conselho Nacional de Meio Ambiente; 

CT,gene alvo - Cycle Threshold  do gene alvo; 

CT,gene constitutivo - Cycle Threshold do gene constitutivo; 

DAPI – 4´-6 – diamidino-2-fenilindol; 

DGGE - Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante;  

FISH - Fluorescent in Situ Hibridization; 

GA -  Goma arábica; 

HAO - Hidroxilamina oxidoredutase; 

HMDS - Hexadimetil disilazona; 

ICP-MS  - Espectrômetro de massa com fonte de plasma indutivamente 

acoplado; 

KI50 – Concentração para inibir 50% da atividade bacteriana; 

LCME -  Laboratório Central de Microscopia Eletrônica; 

MET – Microscópio eletrônico de transmissão;  

MEV – Microscopio eletrônica de varredura; 

N_NH4
+- - Concentração de nitrogênio na forma de íon amônio 

(mgN_NH4+.L
-1

); 

N_NO2
- -  Nitrogênio na forma de nitrito ; 

N_NO3 

-  
-Nitrogênio na forma de nitrato; 

NP – Nanopartícula; 

NPAg – Nanopartícula de prata; 

OD – Oxigênio dissolvido;  

PCR – Reação em cadeia da polimerase; 

PVP -  Polivinilpirrolidona; 



 

 

qPCRQ – Reação em cadeira da polimerase em tempo real; 

rno2 – Velocidade de produção de nitrito (mgN_NO2
-
.L

-1
); 

RT-qPCR-Reação em cadeia da polimerase via transcriptase reversa 

quantitativa; 

SHARON - Single Reactor High Activity Ammonia Removal Over 

Nitrite; 
SST – Concentração de sólidos suspensos totais (gSST.L

-1
); 

SSV – Concentração de sólidos suspensos voláteis (gSSV.L
-1

); 

THR - Tempo de retenção hidráulica (d); 

V – Volume útil do reator (L); 

Xa - Número de bactérias marcadas pelo DAPI nas amostras expostas à 

NPAg e ao Ag
+
; 

Xc -Número de bactérias marcadas pelo DAPI nas amostras controle, 

sem prata; 

YD -  Porcentagem de células não marcadas pelo DAPI (%). 

 

 

  



 

 

SUMÁRIO 

1 INTRODUÇÃO .................................................................... 25 

2 OBJETIVOS ......................................................................... 29 

2.1 OBJETIVO GERAL ...................................................................... 29 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS ........................................................... 29 

3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA ............................................ 31 

3.1 NANOPARTÍCULAS DE PRATA ................................................... 31 
3.1.1 Síntese da NPAg e influência de suas características no efeito 

tóxico 32 
3.1.2 Riscos ao meio ambiente e à saúde humana ......................... 35 
3.2 CICLO BIOQUÍMICO DO NITROGÊNIO ......................................... 37 
3.2.1 Nitrificação ........................................................................... 39 
3.3 MECANISMOS DE INIBIÇÃO DA NANOPARTÍCULA DE PRATA .... 43 
3.4 NANOPARTÍCULAS DE PRATA E SUAS IMPLICAÇÕES NA 

NITRIFICAÇÃO .............................................................................................. 46 
3.5 USO DE MÉTODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR ........................... 50 

4 METODOLOGIA ................................................................ 55 

4.1 CULTIVO DE CULTURA PURA DE NITROSOMONAS EUROPAEA ..... 55 
4.2 MEIO DE CULTIVO .................................................................... 55 
4.3 NANOPARTÍCULA DE PRATA E NITRATO DE PRATA ................... 56 
4.3.1 Para os ensaios com cultura pura ........................................ 56 
4.3.2 Para os ensaios com cultura mista ....................................... 56 
4.4 TESTE DE INIBIÇÃO EM BATELADA PARA CULTURA PURA ......... 58 
4.4.1 Detecção de nitrito ............................................................... 59 
4.4.2 Microscopia de fluorescência ............................................... 59 
4.4.3 Liberação de prata ............................................................... 60 
4.4.4 Extração de RNA– Efeito da prata (NPAg e Ag

+
) na 

expressão dos genes ........................................................................................ 

 60 
4.5 ANÁLISES COM CULTURA MISTA .............................................. 63 
4.5.1 Cultura mista ........................................................................ 63 
4.5.2 Determinações físico-químicas do meio, do efluente do reator 

e dos ensaios cinéticos ................................................................................ 72 
4.6 TRATAMENTO DOS DADOS ....................................................... 74 
4.6.1 Cálculo da viabilidade celular ............................................. 74 
4.6.2 Velocidade de produção de nitrito ....................................... 75 
4.6.3 Velocidade de consumo de íon amônio................................. 75 



 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÕES ....................................... 77 

5.1 CULTURA PURA ........................................................................ 77 
5.1.1 Análise de viabilidade celular .............................................. 77 
5.1.2 Formação de nitrito .............................................................. 78 
5.1.3 Liberação de prata ............................................................... 82 
5.1.4 Efeito da Nanopartícula de Prata e do Íon de prata na 

expressão gênica ......................................................................................... 85 
5.2 CULTURA MISTA ....................................................................... 87 
5.2.1 Estabelecimento de um reator enriquecido em biomassa 

nitritante  .............................................................................................. 87 
5.2.2 Caracterização da nanopartícula de prata ........................... 90 
5.2.3 Inibição em processo em batelada sobre a comunidade 

nitritante enriquecida .................................................................................. 92 
5.2.4 Inibição em processo contínuo da nanopartícula de prata 

sobre a cultura de bactérias nitritantes ..................................................... 104 
5.2.5 Influência do tempo de exposição sobre comunidade 

nitrificante  ............................................................................................ 113 
5.3 COMPARAÇÃO ENTRE RESULTADOS OBTIDOS COM CULTURA 

PURA E MISTA ............................................................................................. 118 

6 CONCLUSÕES .................................................................. 121 

7 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS ............ 123 

8 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ............................. 125 

9 ANEXO  .................................. 145 

9.1 ANEXO 1- ENSAIO ABIÓTICO .................................................. 145 
9.1.1 Teste abiótico com nanopartículas de prata ....................... 145 
9.1.2 Teste abiótico com íons de prata ........................................ 146 
9.2 ANEXO 2- LAUDO DE CONTROLE DE QUALIDADE DA 

NANOPARTÍCULA DE PRATA ....................................................................... 149 
 

 



 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

Partículas que possuem tamanho entre 1 e 100 nm, são chamadas 

nanopartículas. Essas estão cada vez mais presentes no nosso cotidiano, 

em produtos químicos, em equipamentos médicos e em produtos de 

consumo direto (protetores solares, tintas, tecidos, utensílios de cozinha, 

entre outros). Nanomateriais possuem potencial para melhorar a 

qualidade do ar, da água e do solo. Porém, a produção, uso e disposição 

devem ser controlados, uma vez que, apesar de possuir aplicações 

benéficas, eles podem ser prejudiciais tanto para o homem quanto para o 

meio ambiente (BISWAS e WU, 2005).  

O consumo de nanopartículas em bens de consumo ainda é 

crescente. Em 2006 o inventário publicado pelo projeto chamado The 

Project on Emerging Nanotechnolgies (http://www.nanotechproject.org/ 

news/archive/9231/ - acessado dia 02/06/2013; WIJNHOVEN et 

al.,2009) apontava 212 produtos com nanopartículas na sua composição 

e, se continuarmos com o mesmo nível de crescimento que temos hoje, 

em 2020 serão 3400 produtos consumíveis com nanopartículas. No 

mesmo documento, a organização indica que as nanopartículas de prata, 

devido suas propriedades antimicrobianas, são as mais utilizadas em 

produtos de consumo direto (24% dos itens listados no inventário). O 

mesmo projeto (http://www.nanotechproject.org) apresenta documento 

com as mais diversas aplicações de nanopartículas de prata, desde 

embalagens de produtos alimentícios, produtos esportivos (toalhas e 

tecidos), meias, mamadeiras, canecas, produtos de computação, 

películas para proteger telefones celulares, entre outros. Deste modo, 

observa-se que cada vez mais a nanotecnologia está presente no nosso 

dia-a-dia. Porém, como isso pode afetar a nossa saúde e o meio 

ambiente tem sido uma questão indagada em pesquisas recentes 

(MORONES et al., 2005; PANYALA et al., 2008; QUADROS et al., 
2010; LOWRY et al., 2012; RIBEIRO et al., 2014).  

Pesquisas mostraram que a nanopartícula é liberada desses 

produtos em meios líquidos, principalmente. Benn e Westerhoff (2008) 

afirmaram que até 1,3 mgAg.L
-1

 foram liberadas para a água de lavagem 

de meias com NPAg. Kaegi e colaboradores (2010) detectaram a 

liberação de 0,145 mgAg.L
-1

 de fachadas pintadas com tintas com 

propriedades antimicrobianas para águas de chuvas. Como a prata é um 

ótimo agente antibacteriano, porém não seletivo, é capaz de prevenir 

contaminações bacterianas (hospitais e cozinhas) e também pode afetar 

comunidades microbianas fundamentais na natureza, como as bactérias 

do ciclo do nitrogênio, presentes no solo e também em sistemas de 

tratamento de efluentes líquidos. Deste modo, pesquisas vem sendo 
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realizadas para verificar como tais nanopartículas afetam o sistema de 

lodos ativados, na remoção de matéria orgânica, na nitrificação 

(ZHANG et al, 2014; YANG et al., 2014; ALITO e GUNSH, 2013) e 

também  culturas puras de bactérias pertencentes ao ciclo do nitrogênio 

(YANG et al, 2013a). Em geral, o uso das bactérias nitrificantes por 

esses autores é justificado pelo seu conhecido metabolismo e também 

por serem indicativos de toxicidade a estes tipos de sistemas 

(CARUCCI et al., 2006).  

Dentre as metodologias para verificar essa inibição usualmente 

aplicam-se testes cinéticos, medindo-se consumo de substratos e 

formação de produtos. Tais testes, avaliam o processo na forma de 

causa e efeito, não expressando na realidade onde exatamente o 

composto tóxico está provocando o efeito da inibição. Metodologias 

de biologia molecular vem despontando nos trabalhos que estudam 

efeitos inibitórios em bactéria. A expressão dos genes permite verificar 

quais genes são estimulados ou não em determinadas situações 

adversas ao microrganismo, apontando qual rota metabólica está sendo 

utilizada, qual está sendo reprimida ou estimulada. Esse método se 

chama reação em cadeia da polimerase via transcriptase reversa 

quantitativa (RT-qPCR), o qual é utilizado em culturas puras de 

bactérias envolvidas no ciclo do nitrogênio (YANG et al., 2012b). 

Entretanto, ainda não foi apresentado na literatura dados que 

verifiquem a toxicidade de culturas mistas de bactérias oxidadoras de 

amônia, utilizando cinéticas de inibição em batelada e em processo 

contínuo Também não foram detectados nos estudos que analisam a 

relação entre parâmetros cinéticos com a expressão gênica  

O Laboratório de Tratamento Biológico de Resíduos (LTBR), 

pertencente ao EQA (UFSC), vem pesquisando a influência de micro 

poluentes sobre comunidades bacterianas presentes em tratamento de 

efluentes. Foi concluído um trabalho que avaliou a influência do 

antibiótico sulfato de colistina sobre processos microbiológicos de 

tratamento de efluentes, avaliando a toxicidade aguda e crônica sobre 

bactérias nitrificantes e metanogênicas (BRESSAN, 2012). Mais 

recentemente, foram pesquisados outros compostos que estão 

despontando como possíveis tóxicos para processos biológicos. Uma 

dissertação de mestrado, já disponível para consulta, verificou o efeito 

de nanopartículas de ferro sobre bactérias oxidadoras de amônia 

(PERAZZOLI, 2015). Na mesma linha, foi desenvolvido este trabalho, 

onde nanopartículas de prata, conhecidamente um agende 

antimicrobiano, foram utilizadas para os ensaios com bactérias 

oxidadoras de amônia. Para aprofundar a pesquisa, principalmente na 
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área de biologia molecular, fiquei um ano desenvolvendo minha 

pesquisa na Rice University (TX, EUA), sob orientação do professor 

Pedro J.J. Alvarez.  

Assim, no presente trabalho será investigado a inibição de 

nanopartículas de prata sobre culturas de bactérias oxidadoras de 

amônia, pura e mista, através de testes de em batelada e em processo 

contínuo, relacionando os resultados cinéticos, com dados de expressão 

gênica dos genes envolvidos no processo de nitritação. 

   

27



 

 

 

  

28



 

 

 

2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 
Avaliar a inibição em processo em batelada e em processo 

contínuo de nanopartícula de prata comercial sobre bactérias oxidadoras 

de amônia, cultivadas em condições controladas.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Estabelecer uma cultura mista de bactérias oxidadoras de 

amônia (nitritantes) em um reator, em escala de bancada, operado em 

bateladas sequenciais, visando a obtenção de biomassa para os testes de 

inibição sobre essa cultura; 

 Avaliar a inibição em batelada de diferentes concentrações de 

nanopartícula de prata sobre uma cultura pura de Nitrosomonas 
europaea (ATCC 19718) e uma cultura mista enriquecida em bactérias 

oxidadoras de amônia; 

 Avaliar a inibição em processo contínuo de nanopartícula de 

prata em reator nitritante operado em contínuo; 

 Avaliar o efeito do tempo de exposição de diferentes 

concentrações de nanopartícula de prata sobre a cultura mista 

enriquecida de bactérias oxidadoras de amônia (BOA). 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 NANOPARTÍCULAS DE PRATA 
Nanotecnogia é definida como a síntese, projeto e aplicação de 

materiais e instrumentos cujo formato e tamanho foram criados em 

escala nanométrica, que compartilham de propriedades físicas, 

químicas, elétricas e mecânicas, diferentes das propriedades do mesmo 

material com dimensões não nanométricas (BUZEA et al., 2007). De 

acordo com Bhushan (2010), nanopartículas são agregados de átomos 

ligados com pelo menos uma dimensão entre 1 e 100 nm, tipicamente 

com 10 – 10
5

 átomos. Tais nanomateriais são utilizados nas mais 

diversas funções, desde produtos diretamente ao consumidor final, como 

roupas e utensílios domésticos; usos na medicina, fármacos, na 

conservação de alimentos e com ação antimicrobiana (BENN e 

WESTERHOFF, 2008; QUADROS et al., 2013; SALATA, 2004; KIM 

et al., 2007). Entre os produtos com ação antimicrobiana está a 

nanopartícula de prata (NPAg), que aparece em 24% dos produtos com 

nanomateriais (www.nanoproject.org, acessado 02/06/2013).  

A prata, coloidal ou na forma iônica, como composto 

antimicrobiano, é utilizada desde a antiguidade. Já era empregada na 

fabricação de jarras para a armazenagem de água pelos egípcios e, 

também, era conhecida pelos romanos para prevenir infecções de 

ferimentos. Foi utilizada na primeira guerra mundial, antes da 

descoberta do antibiótico (EL-BADAWY et al., 2010, REIDY et al., 

2013). Avanços recentes em nanotecnologia ressaltaram o uso da prata 

para o mesmo fim, na forma de nanopartículas (RADNIECKI et al., 

2011).  

Nanopartícula de prata pode ser recoberta por diversos materiais 

a fim de deixá-la mais estável. Já foram relatados os mais diversos usos, 

entre eles, curativos, utensílios de cozinha, como tábua de cortar carnes 

e talheres, chupetas para bebês, mamadeiras, na fabricação de tecidos 

utilizados em artigos esportivos, entre outros (MORONES et al., 2005; 

PANYALA et al., 2008; QUADROS et al., 2010).  

A seguir serão abordadas algumas questões relevantes sobre a 

nanopartícula de prata, bem como riscos do seu uso, forma de preparo e, 

também, algumas características específicas.  
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3.1.1 Síntese da NPAg e influência de suas características 

no efeito tóxico 

O modo como a nanopartícula é sintetizada é o que define 

algumas de suas propriedades. Variações no pH, temperatura, 

concentração do composto utilizado como fonte de prata, entre outros 

fatores, influenciam o tamanho, a forma e a estabilidade da NP. A 

síntese pode ser química, biológica (extratos de sistemas vivos) ou 

física, sendo o processo biológico considerado o menos agressivo para o 

meio ambiente. Dentre esses tipos, existem várias técnicas para a 

produção de NPAg e algumas delas serão brevemente descritas aqui. 

Um dos sais mais utilizados como precursor de metal para 

formação de NPAg é o nitrato de prata. Para a reação é necessário um 

agente redutor, citrato de sódio, borohidreto de sódio e hidrogênio 

elementar, entre outros, que tenha elétrons disponíveis para reduzir os 

íons de prata, formando a nanopartícula (SONG et al., 2009 ABOU EL-

NOUR et al., 2010). Quanto mais forte o agente redutor, mais rápida a 

reação, menor poderá ser a partícula. Compostos tamponantes são 

utilizados para estabilizar a partícula (EL-BADAWY et al., 2010). Um 

indicativo que a reação está ocorrendo, formando NPAg, é a coloração 

marrom amarelada que a solução adquire.  

A nanopartícula de prata pode ser sintetizada de diversas 

maneiras e, portanto, ter diversos tamanhos, formas e revestimentos. 

Arnaout e Gunsch (2012) prepararam duas, das três NPAg testadas por 

eles, com revestimento de goma arábica (GA), citrato de sódio e 

polivinilpirrolidona (PVP). Para prepará-las foi necessário, basicamente, 

adicionar nitrato de prata, água e citrato ou goma arábica. Pode-se 

explicar, em linhas gerais que, para preparar a NPAg basta reduzir o 

nitrato de prata, em água, com citrato de sódio, o qual, além de servir 

como agente redutor, tem a função de estabilizar a partícula. A 

concentração de citrato utilizada influencia também o tamanho da 

partícula (HENGLEIN e GIERSIG, 1999). A NP revestida por GA é 

produto da mistura de goma arábica, água e nitrato de prata, agitando e 

aquecendo, com posteriores centrifugações para separar a NP formada, 

que é ressuspensa em água (ARNAOUT e GUNSCH, 2012). A outra NP 

testada por eles é disponível comercialmente, revestida de PVP, 

fornecida pela Nanostructured & Amorphous Materials (Houston, TX). 

Os tamanhos foram, 25,2 ± 9,3 nm, 27 ± 6,5 nm e 21 ± 17 nm, para 

citrato, goma arábica e PVP, respectivamente. Os autores observaram 

que a NPAg com revestimento de citrato, liberou mais Ag
+
 que as 

demais, entretanto a revestida por PVP, formou aglomerados. Assim 

como nesse caso, outros estudos utilizam outros agentes redutores, tais 
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como hidrazina, utilizando dodecacil sulfato de sódio como estabilizante 

(GUZMÁN et al., 2008), boroidreto de sódio (SONG et al., 2009), entre 

outros. A maneira de executar a reação pode variar conforme o caso.  

Outra maneira de se obter NPAg é a biossíntese. É um processo 

confiável e de baixo impacto ambiental. Organismos como fungos, 

bactérias, vírus, diatomáceas, plantas, ou ainda processos que utilizam 

compostos isolados desses seres vivos, podem ser utilizados para 

produzir nanopartículas (NPAg), tanto intra como extracelularmente 

(FAYAZ et al., 2010; GURUNATHAN et al., 2009; KHALIL et al., 

2013; NAZERUDDIN et al., 2014).  

Quando formado externamente, as NPAg são produtos do 

cultivo desses organismos ou extrato de plantas, que possuem 

substâncias redutoras, capazes de reduzir o sal de prata, produzindo a 

nanopartícula. Um exemplo é o uso do extrato das folhas de Azadirachta 
indica (Nim) como fonte do composto redutor, capaz de reduzir AgNO3 

em no máximo 2 horas, sendo que o mesmo extrato possui proteínas que 

agem como um bioligante, protegendo as NPs, evitando a aglomeração. 

Além disso, produzem um composto capaz de tamponar o meio e 

controlar assim seu tamanho e forma (NAZERUDDIN et al., 2014). 

Mustafa e colaboradores, (2013) produziram NPAg a partir de extrato de 

folhas de oliveiras, que por si só já possuem potencial antimicrobiano. 

Em ambos os casos, as partículas formadas apresentaram boa 

estabilidade e tiveram boa distribuição de tamanho.  

Outros autores também sintetizaram NPAg a partir de bactérias. 

Klaus e colaboradores (1999) produziram a partícula internamente, no 

espaço periplasmático da bactéria Pseudomonas stutzeri AG259. Porém, 

nesse caso, a purificação da NP é mais difícil de que quando ela é 

produzida externamente. Castro-Longoria e colaboradores (2011) 

sintetizaram internamente e externamente nanopartículas de ouro e de 

prata, utilizando o fungo filamentoso Neurospora crassa. Após o 

processo de cultivo e crescimento do fungo, este foi filtrado e lavado, 

somente depois disso foi exposto ao nitrato de prata. Em ambos os 

casos, os autores citam a presença de agentes redutores próximo a 

parede celular.  

Há ainda o método físico de produção de NPAg, porém, é menos 

difundido na literatura. Neste método o metal pode ser evaporado e 

condensado em substrato específico (RODRÍGUEZ-SÁNCHEZ et al., 
2000), porém, esse tipo de produção é cara e demorada, portanto, pouco 

utilizada (EL-NOUR et al., 2010). As nanopartículas de prata podem ser 

produzidas através da subdivisão de aglomerados metálicos através da 

pulverização ou da descarga de arco entre eletrodos metálicos, 
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produzindo partículas mais puras, devido à ausência de produtos 

químicos (KHOLOUD et al., 2010; ASHKARRAN, 2010).   

É sabido que o efeito tóxico da nanopartículas de prata depende 

do tamanho da partícula, do revestimento, da forma, atrelando isso a 

capacidade de maior ou menor liberação de íons de prata (Ag
+
), 

considerados, muitas vezes, mais tóxicos que as NPAg (XIU, et al., 
2011).  

Pal e colaboradores (2007) investigaram a inibição da 

nanopartícula de prata nas diferentes formas, perante a Escherichia coli, 

uma bactéria gram-negativa. Testaram os formatos: esférico, com 

±39nm, alongado (como um bastão), com ±133 nm de comprimento e 

±16nm de diâmetro, respectivamente, e outro triangular, com o lado 

medindo ±40nm. Para as triangulares, a massa de 1 µg inibiu quase 

completamente a cultura. Para as esféricas, 12,5 µg de NPAg reduziu o 

número de colônias, mas aproximadamente 100 µg foi necessária para a 

total inibição. Já para as em formas de bastões, com 100 µg ainda havia 

crescimento bacteriano na placa. Eles atribuem essa diferença de nível 

de inibição ao número de lados ativos em cada NPAg estudada.  

O tamanho da NP também pode influenciar no grau de inibição. 

Carlson e colaboradores (2008) apontaram que um dos mecanismos de 

inibição das NPAg, em células pulmonares, é o estímulo da produção de 

espécies reativas de oxigênio por partículas com 15 nm. As demais 

partículas testadas, com 30 nm e 55 nm, também apresentaram efeito 

inibitório, porém, em menor escala. Quanto maior o tamanho, menor o 

número de células que sofreram danos. A NP de 30 nm apresentou 

danos na função da mitocôndria e na integridade da membrana celular. 

Para a de 50 nm, os mesmos danos, porém, em menor intensidade. 

Tuttle (2012) demostrou que a inibição está relacionada à maior a área 

superficial e não a maior massa ou número de nanopartículas na 

solução.   

Outros estudos indicam que o verdadeiro causador de inibição é o 

íon de prata e não a nanopartícula, em testes considerando que em 

ambientes aerados, o íon é liberado facilmente da NPAg (XIU et al., 

2012). Entretanto, muitos outros estudos mostram exatamente o oposto, 

indicando que a nanopartícula em si, é mais tóxica que o íon (CHOI et 

al., 2008; ARNAOUT e GUNSCH, 2012), sendo esta questão ainda 

aberta para discussão.  

 

34



 

 

 

3.1.2 Riscos ao meio ambiente e à saúde humana 
O uso de nanopartículas, particularmente, as nanopartículas de 

prata, aumenta o risco da contaminação do meio ambiente devido a sua 

ação bactericida. Benn e Westerhoff (2008) demostraram que meias 

contendo nanopartículas de prata podem perder 100% das NPAg 

(equivalente a até 1,3 mg.L
-1

) em quatro lavagens, e essas partículas 

serão, eventualmente, direcionadas para água, solo ou para sistemas de 

tratamento biológico de efluente. As bactérias presentes nestes 

ambientes poderão ter a sua atividade impactada e, ainda, sofrer seleção, 

permanecendo apenas aquelas resistentes à ação das NPAg (GUPTA e 

SILVER, 1998).  

A Figura 1 indica a rota de interação de nanocompostos com o 

ambiente (SOM et al., 2011). Os autores apontam que em toda cadeia de 

produção e consumo de nanomateriais ocorre o risco de liberação não 

intencional, podendo gerar prejuízos à biota e a saúde humana, como 

problemas de pele e gastrointestinais. O ciclo de vida dos nanomateriais 

ainda é considerado pouco conhecido, sabe-se que a NPAg pode sofrer 

interações, dissolução, oxidação, se transformando, modificando a sua 

forma de atuação, não se sabe ainda como isso pode afetar o ambiente 

(MITRANO et al., 2015). Devido a isso, se faz necessário compreender 

como esses novos micropoluentes agem sobre os microrganismos 

responsáveis pela degradação da matéria orgânica e nutrientes. 

 
Figura 1 Ciclo de vida dos nanocompostos (adaptado de SOM et al.,2011). 

 
 

O tratamento de resíduos sólidos de produtos contendo 

nanopartículas também deve ser considerado. Um recente estudo 

indicou que grande parte dos produtos contendo “nanomateriais 
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engenheirados” não são corretamente dispostos ao final do seu uso. 

Sofrem reciclagem, são incinerados ou vão para aterros, sendo esse o 

ponto mais crítico pois pode levar a contaminação de corpos hídricos 

(CABALLERO-GUZMAN et al., 2015).  

Pesquisas tem sido realizadas com o intuito de verificar como 

nanopartículas liberadas no ciclo de vida influenciam os mais diversos 

seres. Nesses estudos, em geral, são levadas em consideração as 

concentrações de nanopartículas que foram encontradas em rios e 

efluentes ou ainda, concentrações de NPAg lixiviadas de produtos que 

as contém.  

Morones e colaboradores (2005) pesquisaram o efeito tóxico da 

prata em bactérias gram-negativas. Detectaram que as partículas 

menores que 10 nm são capazes de se fixar na superfície da bactéria, 

impedindo a respiração e a permeabilidade e, também, são capazes de 

penetrar dentro da bactéria, podendo interagir com compostos de 

enxofre e fósforo (como o DNA), com potencial de causar danos a essas 

moléculas e, assim como outros estudos, apontaram o íon prata como o 

agente que contribui para a inibição pela NPAg.  Kaegi e colaboradores 

(2011) acompanharam o comportamento de NPAg em uma planta de 

tratamento de esgotos, composto de tanques aeróbios e anaeróbios. No 

tanque anaeróbio houve a formação de Ag2S a partir de 60% da NPAg 

adicionada ao reator, reduzindo a inibição causada pela prata, notaram 

também que uma parte da NP aderiu ao lodo. Yuan e colaboradores 

(2015) verificaram a influência da exposição a longo prazo de NPAg, 

em um reator de membranas, com zonas anaeróbias e aeróbias. 

Verificaram que concentrações de 5 mg NPAg.L
-1

 foram suficientes 

para impactar a remoção de DQO, bem como a remoção de fósforo, 

reduzindo 10% e 16% na eficiência de remoção de DQO e P, 

respectivamente. Além disso, houve uma mudança na comunidade 

bacteriana ao longo do tempo. Os autores detectaram a mudança da 

estrutura de floco do lado ativado, reduzindo o seu tamanho. 

A NPAg também pode ser prejudicial para peixes, plantas e ao 

homem. Foram encontrados embriões e espécies adultas de peixes com 

má formação (MUTH-KOHNE et al., 2013; WU et al., 2010) quando 

expostos a aproximadamente 1 mgNPAg.L
-1

. Plantas comestíveis 

(abobrinha e alfafa) tiveram seu desenvolvimento prejudicado e 

apresentaram acúmulo de prata, que ao serem consumidos pelo homem 

e por animais, podem gerar malefícios à saúde (STAMPOULIS et al., 

2009; BALI et al., 2010). Devido ao seu tamanho nanométrico, podem 

entrar no corpo humano por via respiratória, digestiva ou por contato na 

pele, sendo que em todos esses casos, chegam à corrente sanguínea, 
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espalhando a NPAg por todo organismo (TAKENAKA et al. 2001). A 

nanopartícula apresenta risco para crianças que entram em contato com 

brinquedos, roupas e mamadeiras contendo NPAg, podendo ingeri-las. 

Estudos já detectaram nanopartículas de prata na urina, suor e saliva 

dessas crianças (QUADROS et al., 2013). Em outros casos, pacientes 

que foram tratados com curativos específicos para tratar queimaduras 

com NPAg, desenvolveram sintomas de hepatotoxicidade e de argiria 

(doença relativa ao acúmulo de prata no organismo), apresentando 

sintomas como alterações na função do fígado e na coloração da pele 

(KIM et al., 2008).  

Por conseguinte, o acúmulo de prata no organismo pode gerar 

problemas de saúde, com isso se faz necessário utilizar a prata com 

parcimônia, seja em medicamentos ou em outros bens de consumo. É 

importante também tomar cuidado no manuseio e produção das mesmas, 

evitando que NP se dispersem no ar, água e solo, fazendo com que 

NPAg possa ser utilizada com suas propriedades benéficas, sem riscos 

para o ambiente e à saúde.  

 

3.2 CICLO BIOQUÍMICO DO NITROGÊNIO 
O nitrogênio é essencial para a vida, fazendo parte da 

constituição de proteínas e ácidos nucleicos em seres vivos (BITTON, 

2005). Está em diferentes reservas em variadas formas de N na 

atmosfera, oceanos, solos, e na biota. Na natureza ele se encontra nos 

mais diversos estados de oxidação, sendo que sua valência varia entre -3 

(NH4
+
) e +5 (NO3

-
) e as reações que levam a oxidação ou redução do 

nitrogênio do ciclo são realizadas principalmente por microrganismos. A 

Figura 2 representa a complexidade desse ciclo, com todas suas 

transformações.  

Esse ciclo tem sido alterado pela ação do homem. A agricultura, 

por exemplo, insere fertilizantes que nitrogênio (entre outros compostos) 

no ambiente de maneira desequilibrada, além disso, vastas plantações de 

leguminosas também contribuem para a fixação do nitrogênio em maior 

escala do que em ambientes naturais (CANFIELD et al., 2010). Não 

pode ser esquecida a combustão de combustíveis fósseis que também 

injetam gases nitrogenados na atmosfera, desequilibrando esse ciclo.  

O processo assimilativo, indicado pelas setas em verde da Figura 
2 é relacionado com a aquisição de biomassa, envolve fungos, plantas, 

algas e bactérias. Já o processo dissimilativo (setas em cinza) envolve a 

geração de energia, quando o nitrato ou nitrito são utilizados como 

aceptores de elétrons na cadeia respiratória (THAMDRUP, 2012). Os 
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processos de fixação, desnitrificação e nitrificação (oxidação da amônia 

e do nitrito) já estão bem descritos na literatura (MADINGAN et al., 

1997; ATLAS e BARTHA, 2002). Entretanto algumas descobertas em 

relação a esses processos foram observadas em pesquisas mais recentes.  

Na reação anammox (Anaerobic Ammonium Oxidation) a amônia 

é oxidada, tendo o nitrito como aceptor de elétrons, formando nitrogênio 

gasoso. Foi observada experimentalmente pela primeira vez por Mulder 

e colaboradores (1995). É uma reação autotrófica, que utiliza carbono 

inorgânico, em condições de limitação de oxigênio, para que ocorra a 

remoção de nitrogênio (VAN HULLE et al., 2010). Entretanto é um 

processo muito sensível, deve ser muito bem controlado para que ocorra 

com boa eficiência.  

 
Figura 2 Esquema representativo do ciclo do Nitrogênio. Processo de 

assimilação está em verde, dissimilatório em cinza. As demais cores 

representam processos relatados recentemente. As flechas pontilhadas indicam 

trocas entre o meio aeróbio e anaeróbio. RDNA – Redução Dissimilatória do 

Nitrato para Amônia (adaptado de THAMDRUP, 2012). 

 
 

Outra etapa que não é normalmente vista nos ciclos de N, é a 

desnitrificação via metano. Que é a oxidação do metano via redução do 

nitrito, formando N2. Foi observado pela primeira vez em um biorreator 

por Isla-Lima e colaboradores (2004), sendo caracterizado 

posteriormente por Ettwig e colaboradores (2009 e 2010). A bactéria 

responsável por esta etapa ainda não foi isolada. O processo RDNA 

(redução dissimilatória do nitrato para amônia) é realizado com a 

oxidação de carbono orgânico, em ambiente anóxico, podendo ser um 
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processo fermentativo que pode ser realizado por fungos (THAMDRUP, 

2012). 

Dentre todas essas etapas, a nitrificação e a desnitrificação são as 

mais encontradas nos sistemas de tratamento de efluentes que visam a 

remoção de nitrogênio. Nesses processos o nitrogênio amoniacal é 

convertido a nitrito e a nitrato pelas bactérias oxidadoras de amônia, 

tendo o oxigênio como aceptor de elétrons (nitrificação), em seguida, a 

desnitrificação, onde o nitrato é transformado em nitrogênio gasoso, 

sendo reduzido por matéria orgânica ou outros compostos doadores de 

elétrons, como tiossulfato e sulfetos. Em ambos processos é possível 

produzir N2O, um gás de efeito estufa. No caso da nitrificação essa 

produção é reportada, é chamada de “desnitrificação nitrificante” onde, 

em determinadas condições de concentração de oxigênio, alta 

salinidade, por exemplo, esse gás é produzido (CHANDRAN et al., 
2012; ZHAO et al., 2014).  

A etapa de nitrificação é conhecida por ser a parte mais sensível 

deste processo, sendo a etapa limitante na remoção de nitrogênio. Um 

dos motivos é o seu crescimento lento (processo autotrófico) e, também, 

a sua susceptibilidade às variações nas condições ambientais. Pequenas 

alterações na composição do meio, no pH, na temperatura ou a presença 

de compostos tóxicos pode afetar na eficiência dessa etapa (BERNET e 

SPÉRANDIO, 2009). Atualmente, vem aumentando a preocupação com 

a presença de micropoluentes, como hormônios, antibióticos e mais 

recentemente, nanopartículas. Alguns estudos já mostraram que essa 

etapa é afetada pela presença de nanopartículas de prata, ao contrário da 

desnitrificação que praticamente não sofre alterações na presença deste 

tóxico (LIANG et al., 2010). Tendo em vista o escopo desse trabalho, 

será explanado aqui apenas esta etapa transformação do íon amônio a 

nitrito e a nitrato, ou seja, a nitrificação.  

 

3.2.1 Nitrificação 
A oxidação da amônia e do nitrito, que compõe as etapas da 

nitrificação, pertencente ao ciclo do nitrogênio (Figura 2), ocorre em 

ambientes naturais, realizado por bactérias presentes no solo, águas 

marinhas e continentais (BERNET e SPÉRANDIO). Caso essa etapa 

seja inibida pela presença de compostos tóxicos haverá acúmulo de 
amônia ou nitrito no solo, desequilibrando todo o ciclo.  

A nitrificação é um processo estritamente aeróbio, realizado por 

bactérias quimiolitotróficas, de crescimento lento. Possui duas etapas, a 

primeira é realizada por bactérias oxidadoras de amônia (BOA) e a 
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seguinte por bactérias oxidadoras de nitrito (BON) (BERNET e 

SPÉRANDIO, 2009). A nitritação, oxidação da amônia até nitrito 

(Equação 1), é realizada por beta ou gama proteobactérias como 

Nitrosomonas, Nitrosospira e Nitrosococcus. Dependendo do tipo de 

tratamento de efluentes, uma ou outra espécie pode predominar 

(SCHMIDT et al., 2003). A oxidação do nitrito até nitrato é realizada 

por outro grupo de bactérias, alfa proteobactérias, como a Nitrospira, 

Nitrospina, Nitrococcus e Nitrocystis (RITTMANN E MCCARTY, 

2001). O uso de técnicas de biologia molecular demostrou que em 

tratamento de efluentes o gênero Nitrospira predomina (DAIMS et al., 

2000).  

As reações a seguir demostram a reação de nitritação (Equação 1) 

e de nitratação (Equação 2), incluindo o anabolismo. A Equação 3 

mostra a equação global da nitrificação (HENZE et al., 1997). 

 

55NH4
+
 +76O2 +109HCO3

-
 C5H7O2N + 54NO2

-
 +57H2O + 104H2CO3 

Equação 1 

 

400NO2
-
 +NH4

+
 +4H2CO3 +HCO3

-
 +195O2 C5H7O2N + 3H2O + 

400NO3
-
              Equação 2 

 

Equação global 

 

NH4
+
 +1,83O2 +1,98HCO3

-
  0,021C5H7O2N +0,98NO3

-
 +1,041H2O + 

1,88H2CO3                Equação 3 

Como é observado nas reações, esse é um processo em que ocorre 

o consumo de alcalinidade (neste caso, representado por bicarbonato), 

sendo necessário, 11,88 mgNaHCO3/mgN_NH4
+
 na etapa representada 

pela Equação 1. É um processo com baixo crescimento celular, gerando 

apenas 0,145 mg de C5H7O2N a cada mg de N amoniacal oxidado na 

nitritação e 0,020 mg de célula é formada na segunda etapa, nitratação. 

O consumo de oxigênio na oxidação da amônia é de 3,158 

mgO2.(mgN_NH4
+
)

-1
, e na oxidação do nitrito é de 1,114 

mgO2.(mgN_NO2
-
)

-1
.  

Algumas condições ambientais podem afetar a atividade dessas 
bactérias, a seguir serão discutidas algumas delas. O pH ideal para a 

nitrificação está entre o neutro e o levemente alcalino, na faixa de 7,5 a 

8,0 (GIESEKE et al., 2006). Variações de pH podem alterar o equilíbrio 

químico do meio. Os equilíbrios mais importantes são dos substratos, 

das BOA (NH4
+
/NH3) e das BON (NO2

-
/HNO2). Sabe-se que os 
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verdadeiros substratos desses grupos bacterianos são amônia livre (NH3) 

e ácido nitroso, respectivamente. Porém, esses mesmos compostos, em 

altas concentrações podem ser inibitórios (BERNET e SPÉRANDIO, 

2009). A Figura 3 mostra este equilíbrio. Entre pHs 7 e 8 a concentração 

de ácido nitroso é praticamente nula; já para pHs abaixo de 6 a 

concentração de HNO2 aumenta, podendo causar inibição no sistema 

nitrificante (SCHMIDELL e REGINATTO, 2007). Para o equilíbrio 

NH4
+
/NH3, em pH neutro ou ácido encontra-se a forma ionizada, e à 

medida que o pH fica mais básico a concentração de amônia livre 

aumenta. A atividade das bactérias nitritantes é inibida entre 10 e 150 

mg NH3.L
-1

 e para as nitratantes esse valor é bem menor, entre 0,1 e 1 

mg NH3.L
-1

, indicando que as oxidadoras de nitrito apresentam maior 

inibição que as oxidadoras de amônio (SCHMIDELL e REGINATTO, 

2007).  

Outro fator que impacta o crescimento tanto das BOA quanto das 

BON é a temperatura. Bactérias nitrificantes são mesofílicas, tendo 

como temperatura ótima a faixa entre 28 e 36°C (BERNET e 

SPÉRANDIO, 2009). Portanto, é possível fazer uma seleção das 

bactérias oxidadoras de amônia, controlando a temperatura e o tempo de 

retenção celular. Em temperaturas variando entre 30 e 35°C é possível 

fazer o “wash-out” de BON, acumulando nitrito no reator, desde que 

isso seja combinado com limitação do oxigênio dissolvido (HELLINGA 

et al., 1998; BOUGARD et al., 2006).  

 
Figura 3 Porcentagem de amônia livre e ácido nitroso como N, em relação a 

concentração de íon amônio e nitrito presente (SCHMIDELL  e REGINATTO, 

2007).  

 
A concentração de oxigênio dissolvido também influencia a 

atividade das bactérias oxidadoras de amônia. Sendo que BOA e BON 

tem constantes de afinidade ao oxigênio diferentes entre si. As primeiras 

possuem um valor menor, ou seja, possuem maior afinidade ao 
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oxigênio, o segundo grupo possui um valor maior, portanto, com menor 

afinidade pelo substrato. Canziani e colaboradores (2006) sugeriram um 

ko (constante de saturação para o oxigênio) de 0,3 mgO2.L
-1

 para as 

BOA e 1,1 mgO2.L
-1

 para as BON. Isso também auxilia a selecionar as 

bactérias nitritantes, quando desejado. Ao limitar o sistema em oxigênio 

as BON sofreram maior impacto que as BOA, crescendo mais 

lentamente, dando condições para que o meio seja enriquecido em BOA.  

Com a prática da nitrificação parcial, ou seja, a oxidação da 

amônia apenas até nitrito, a quantidade de oxigênio necessária para ser 

transferida para ao meio é reduzida. Para evitar a oxidação do nitrito, a 

temperatura é mantida em aproximadamente 35°C e o pH também fica 

elevado (8,0-8,2). Deste modo, ocorre o wash-out das bactérias 

oxidadoras de nitrito (HELLINGA et al., 1998). Sendo que as linhagens 

de Nitrosomonas predominam no reator após a seleção das bactérias 

nitritantes, ou seja, após o wash-out (LOGEMANN et al., 1998). Nesse 

caso, além do controle de temperatura e pH, limita-se a transferência de 

oxigênio através de períodos aerados, intercalados por períodos sem 

aeração, reduzindo assim a disponibilidade de O2, favorecendo as 

bactérias nitritantes (ZDRADEK 2005; FERRETI, 2009; BRESSAN, 

2012).  

As BOA são bem conhecidas fisiologicamente e geneticamente, 

tornando-as convenientes para estudar o efeito desses compostos 

tóxicos. As bactérias nitrificantes, especialmente as oxidadoras de 

amônia, também são utilizadas como indicadores de compostos tóxicos, 

atuando como biossensores, pois são sensíveis a presença dessas 

substâncias, mesmo em baixas concentrações. Podem ser feitos testes 

com bactérias isoladas (WOOD et al., 1981; GRUNDITZ e 

DALHAMMAR, 2001; WANG e GUNSCH, 2011) ou então 

nitrificantes presentes em lodos ativados (CARUCCI et al., 2006).  

A Figura 4 mostra um fluxograma das etapas de nitritação, 

evidenciando os compostos intermediários e genes responsáveis por 

cada etapa. As bactérias quimiolitotróficas oxidadoras de amônia, 

formam nitrito, através da oxidação de NH4
+
, via hidroxilamina 

(NH2OH). Na primeira etapa ocorre a formação de NH2OH através da 

redução de O2, por meio da ação da enzima amônia monooxigenase 

(AMO). Na segunda etapa, a reação é catalisada pela hidroxilamina 

oxidoredutase (HAO), ocorrendo a oxidação da hidroxilamina para 

nitrito. A nitritação também é um processo capaz de produzir o óxido 

nitroso, gás de efeito estufa (Figura 2). O óxido nitroso (N2O), pode ser 

formado por duas rotas metabólicas: uma delas é através da oxidação 

incompleta de NH2OH para NO2
-
, onde a formação do N2O é catalisada 
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pela ação da hidroxilamina oxidoredutase (HAO), tendo o NO como 

intermediário, também pela ação da enzima ou pela decomposição 

química da hidroxilamina. O outro caminho é a redução do nitrito a 

óxido nítrico (NO) e óxido nitroso (N2O) (CHANDRAN et al.,2012; 

ZHAO et al., 2014).  A produção do N2O é vinculada a ação dos genes 

nirK e norCBQD que codificam a nitrito redutase e a óxido nítrico 

redutase, respectivamente (CHAIN et al., 2003).  

 
Figura 4 Etapas da reação de nitritação e seus caminhos metabólicos (adaptado 

de CHANDRAN et al., 2011) 

 
 

O conhecimento do caminho metabólico da nitritação, e das 

enzimas envolvidas em cada etapa, é relevante para a abordagem da 

expressão dos genes presentes nesse processo. Assim, é possível 

relacionar os caminhos metabólicos utilizados pelas BOA em situações 

adversas. 

 

3.3 MECANISMOS DE INIBIÇÃO DA NANOPARTÍCULA DE 

PRATA 

O mecanismo causador da inibição pela NPAg ainda não está 

bem estabelecido na literatura. Pode se dar tanto por íons de prata, 

quanto por nanopartículas e essa diferença entre as inibições tem sido 

discutida amplamente e, mesmo com os diversos estudos, ainda existem 
questões controversas em relação a isso.  

Existem diversos mecanismos de ação relacionado apenas à 

nanopartícula de prata, dependendo de fatores como tamanho, 

recobrimento e forma da NPAg.  Elas também podem formar 
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aglomerados, afetando a capacidade de inibir a atividade microbiana por 

este composto. Este processo faz com que as nanopartículas se tornem 

maiores e assim liberem menos íons, influenciando o grau de inibição 

gerado por elae. Logo, para evitar esse processo, utilizam-se 

revestimentos para aumentar a estabilidade da nanopartícula (YANG et 

al., 2013b). 

Um dos mecanismos é relacionado ao tamanho de NPAg, que 

pode aderir a membrana celular, mudando a permeabilidade desta ou 

atravessando a membrana, danificando demais sistemas bacterianos.  

Morones e colaboradores (2005) verificaram que as NPAg com 

tamanho variando 21 ±18 nm aderiram à bactéria devido a sua interação 

com compostos que contém enxofre presentes nas proteínas da 

membrana celular, afetando a permeabilidade da mesma, prejudicando 

as trocas e a respiração. Khan e colaboradores (2011) investigaram a 

influência da   salinidade e do pH do meio na interação da NPAg com as 

proteínas extracelulares da bactéria. Em pH levemente básicos (no 

máximo 8) as nanopartículas possuem potencial zeta positivo e as 

proteínas extracelulares possuem carga negativa, havendo uma atração 

entre as duas partes, fazendo com que elas interajam entre si. Já a 

salinidade acima de 0,1 M de NaCl acarreta a repulsão entre as NPAg e 

a bactéria, já que ocorre a modificação da carga superficial da NP. 

Wigginton e colaboradores (2010) verificaram que as NPAg são capazes 

de se ligar a proteína, reduzindo a atividade enzimática.   

Uma vez presente na superfície da bactéria, a nanopartícula pode 

tanto entrar na bactéria através dos poros presentes na sua superfície ou 

sofrer endocitose e ser incorporada na bactéria (MORONES et al., 2005; 

KIM et al., 2008; McSHAN et al., 2014). Em ambos casos, foi 

demostrado que a prata interage com compostos que contém enxofre e 

fósforo, como o DNA, podendo danificá-lo e impedindo que a bactéria 

de reproduza de forma apropriada, podendo inclusive gerar a morte 

bacteriana. Partículas menores (<10 nm) podem passar pela membrana 

celular e inibir o crescimento celular. Choi e Hu (2008) detectaram que 

partículas com 5 nm são capazes de passar pelos poros da membrana, 

causando danos aos constituintes celulares e ao metabolismo. Há relatos 

também da internalização de NPAg por nematoides, gerando 

incapacidade de expelir os ovos, fazendo com que eles eclodam 

internamente (MEYER et al., 2010). 

As nanopartículas de prata são capazes de induzir a formação de 

espécies reativas de oxigênio, que faz com que seja estimulado o 

mecanismo antioxidante celular, que pode danificar o DNA, induzindo a 

morte celular sem danos à membrana (KIM et al., 2007). Também pode 
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danificar as trocas que ocorrem na mitocôndria (STENSBERG et al., 

2011), gerando acúmulo intracelular de radicais livres e dissipação da 

força motriz dos prótons para a geração de ATP.  Deste modo, nota-se 

em geral, que ainda há muita dúvida quanto à forma de ação da 

nanopartícula, havendo vários mecanismos propostos. Porém, o que 

parece mais aceito são os estudos que apontam para a produção de 

espécies reativas de oxigênio.  

Além de todos esses mecanismos propostos, a inibição gerada 

pela NPAg ainda pode estar relacionada a dissolução de íons de prata a 

partir das nanopartículas. Choi e colaboradores (2008), por exemplo, 

testaram a mesma concentração de nanopartículas de prata e de íons de 

prata (1 mgAg.L
-1

) e encontrou inibição de aproximadamente 41% e 

13% na nitrificação, respectivamente; indicando que as NPAg são mais 

tóxicas que os íons, para uma biomassa proveniente de lodo ativado. No 

entanto, isso não pode ser tomado como verdade absoluta devido aos 

diversos outros estudos que apontam na direção oposta. Beer e 

colaboradores (2012) verificaram que o efeito tóxico da nanopartícula 

ou do íon de prata está relacionada com a concentração destes em 

solução. Ou seja, quando a concentração dos íons é baixa, NPAg ainda 

apresentará contribuição na inibição, porém, quando a fração de íons for 

maior (>5,5%) a contribuição das nanopartículas na inibição microbiana 

é reduzida.  

Outros autores apontam que a dissolução oxidativa das 

nanopartículas na água está diretamente ligada à sua capacidade de gerar 

inibição. Na presença de oxigênio as NPAg são oxidadas, liberando 

Ag
+
, podendo gerar espécies reativas de oxigênio atuando como agentes 

antimicrobianos, destruindo ácidos nucleicos, proteínas, enzimas, 

lipídios, causando a morte celular. Xiu, e colaboradores (2012) 

mostraram que a presença de oxigênio faz com que íons de prata sejam 

liberados das nanopartículas, o que não acontece em anaerobiose. Este 

autor expos a bactéria Escherichia coli a diferentes concentrações de 

NPAg, em aerobiose e em anaerobiose. Observou que apenas em 

aerobiose, houve redução da atividade dessas bactérias. Também 

detectou a presença de íons de prata nesses casos (aerados), indicando 

que na verdade, a inibição se deve a liberação de íons de prata, e não da 

nanopartícula em si. 

Os íons de prata podem interagir com grupos tiol de enzimas e de 

bases contendo fósforo, deste modo, quando NPAgs quando presentes 

no espaço intracelular é possível que a interação da prata com DNA 

impeça ou prejudique a sua divisão, causando a morte celular (FENG et 

al., 2000; WIJNHOVEN et al., 2009). Holt e Bard (2005) verificaram 
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que a presença de íons de prata, numa cultura de Escherichia coli 

prejudica a cadeia respiratória. Para concentrações baixas do íon (< 

10µM) ocorre um aumento da respiração, pois Ag
+
 gera um colapso do 

gradiente de prótons (a membrana citoplasmática se torna permeável aos 

prótons, pois a prata interage com proteínas ligadas à membrana). Para 

tentar compensar, a célula respira mais rápido, na tentativa de produzir o 

gradiente. Entretanto, isso não ocorre, levando a morte celular. Outra 

maneira gerar inibição pelos íons de prata é pela atração desse pela 

carga negativa da parede celular bacteriana, gerando espécies reativas de 

oxigênio que levam a lise celular (MATSUMURA et al., 2003; CHOI et 

al., 2008).  

Portanto, o mecanismo que gera inibição ainda é questionável, 

havendo vários fatores a serem verificados como tamanho da 

nanopartícula, revestimento, tempo de exposição, concentração dos íons 

de prata, tanto sozinhos como na suspensão de NPAg, entre outros, que 

podem afetar a forma com que a prata age sobre os seres vivos.  

 

3.4 NANOPARTÍCULAS DE PRATA E SUAS IMPLICAÇÕES 

NA NITRIFICAÇÃO 

Apesar das nanopartículas serem importantes para o 

desenvolvimento de novos materiais e, mesmo utilizando uma 

quantidade mínima de matéria-prima, podem impactar de forma 

negativa o metabolismo animal, vegetal e microbiano. Entretanto, pouca 

pesquisa tem sido feita em comunidades bacterianas naturais, presentes 

nos ciclos biogeoquímicos (ciclo do carbono e nitrogênio, por exemplo). 

A redução da atividade dessas bactérias pode levar ao desequilíbrio 

desses elementos (FABREGA et al., 2011).   

Algumas bactérias que compõe o grupo de organismos 

participantes de processos de degradação biológica do efluente, estão 

sujeitas a presença de nanopartículas de prata que são lixiviadas dos 

inúmeros produtos que as contém. Isso pode influenciar a atividade das 

bactérias nitrificantes, pertencentes ao ciclo do nitrogênio. No entanto, 

as informações sobre isso são contraditórias. Alguns autores encontram 

inibição elevada e outros, baixa. Choi e colaboradores. (2008) 

cultivaram em um reator com agitação bactérias nitrificantes 

(oxidadoras de amônia) que foram expostas a NPAg, íons de Ag
+ 

e 
coloides de AgCl, todos com concentração de 1 mg.L

-1
. A biomassa 

apresentou inibição da atividade respiratória em 863%, 427% e 

464%, respectivamente, ou seja, a inibição mais relevante foi para as 
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NPAg. Já Xiu ee colaboradores (2012) afirmam que a atividade 

antimicrobiana das NPAg é mínima quando comparada aos íons.  

Fabrega e colaboradores (2011) ressaltaram que é pouco 

conhecido o mecanismo que gera toxicidade das NPAg, sabendo-se 

apenas que são partículas tão pequenas que podem gerar bioacumulação 

com maior relevância que o cátion Ag
+
.  

O tamanho das nanopartículas também se mostrou importante 

para o efeito tóxico Radniecki e colaboradores (2011) verificaram que 

partículas menores de prata (20 nm) são mais tóxicas que partículas 

maiores (80 nm) em uma cultura pura de Nitrosomonas europaea. 

Observaram também que a inibição se deve a liberação de prata 

dissolvida das nanopartículas.  

Yuan e colaboradores (2013) verificaram a inibição da NPAg 

sobre bactérias nitrificantes (cultura pura Nitrosomonas europaea) em 

diferentes suspensões com partículas. Duas delas continham partículas 

com 7 nm de diâmetro e uma terceira com partículas de 40 nm, 

revestidas de adenosina trifosfato dissódico (Na2SO-ATP), álcool 

polivinílico (PVA) e Na2ATP, respectivamente.  Além de observarem 

que as nanopartículas causam danos à parede celular 

bacteriana,demonstraram também que as partículas com menor tamanho 

e revestidas com ATP apresentaram maior dissociação da prata, já a 

partícula maior, com 40 nm, foi a que menos liberou íons prata. Os 

autores argumentaram que o ocorrido deveu-se a diferença no 

revestimento da nanopartícula e que partículas menores tem área 

superficial maior. Porém, a partícula com PVA7, com menor tamanho e 

menor liberação de prata gerou maior inibição, indicando que o dano foi 

causado pelas nanopartículas e não pelo íon de prata. Além disso, a 

formação de proteínas essenciais foi inibida pela prata.  

Liu e Hurt (2010) utilizaram NPAg estabilizadas com citrato. E 

os autores verificaram que dissolução de prata das nanopartículas 

aumenta ao longo do tempo, na presença de oxigênio. Em anaerobiose 

isso não ocorre, sugerindo que é necessário o oxigênio para iniciar a 

liberação da prata. Demonstraram também que a dissociação da prata é 

altamente dependente do pH. Em pH mais ácidos (menores que 6, em 

ambientes com oxigênio) a dissolução é acentuada; porém, em pH 

superior a 7,4 a concentração de prata dissolvida cai. Isso indica que a 

dissolução da prata é dependente tanto da presença de oxigênio como da 

presença de prótons. Eles também relatam que íons de prata podem 

adsorver sobre a superfície da nanopartícula de prata, reduzindo a sua 

presença na solução. Os mesmos autores também indicam a reação que 

coordena a liberação de íons de prata (Equação 4), onde o ΔG
0

rxn = -
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91,4kJmol
-1

 a 25°C. A temperatura também pode influenciar; quanto 

mais elevada (37°C), maior a dissolução.  

 
                       

         
            Equação 4 

 

Alguns estudos já reportaram que NPAg em sistemas de lodos 

ativados gera redução da eficiência do processo. Liang e colaboradores 

(2010) verificaram como cargas elevadas de nanopartículas de prata – 

NPAg (choques de carga) influenciam um sistema de lodos ativados, 

observando que a concentração de 0,75 mgAg.L
-1

 gerou acúmulo 

transiente de nitrito e amônia no reator, indicando que a prata foi tóxica 

para as bactérias nitrificantes (autotróficas) desse sistema. O mesmo não 

foi observado para as bactérias heterotróficas, que não sofreram redução 

de atividade. Yang e colaboradores (2012a) concluíram que 

concentrações de até 40 mg.L
-1

 de NPAg não influenciam a digestão 

anaeróbia e a metanogênese. Os autores ainda observaram que após um 

pulso de NPAg houve um decréscimo tanto dos gêneros Nitrosomonas 
(BOA), Nitrospira e Nitrobacter, sendo o último não mais detectado no 

reator, mostrando assim a sensibilidade desses grupos a presença da 

NPAg. Entretanto, Zhange colaboradores (2014), expondo um biorreator 

com membranas, não enriquecido em bactérias nitrificantes à doses sub 

letais de NPAg (< 0,10 mgNPAg.L
-1

), não observaram diferença na 

estrutura da comunidade bacteriana nitrificante. Fato que indicou que 

concentrações muito baixas de nanopartícula de prata, não influenciam 

de maneira significativa a remoção de nitrogênio desses sistemas, 

devido à alta complexidade do meio e também a elevada concentração 

de sólidos suspensos voláteis.  

No estudo realizado por Choi e colaboradores (2008), os autores 

avaliaram os efeitos de choque de carga em um reator Ludzack-Ettinger 

modificado e observaram que íons de prata permaneciam no efluente do 

sistema por 20 dias após o choque. Para as bactérias heterotróficas não 

houve diferença da remoção de carbono. Já para as bactérias 

nitrificantes houve um pequeno acúmulo de amônia, que desapareceu 

após 14 dias. Porém, os autores não monitoraram nitrito ou nitrato, desta 

forma, o nitrogênio pode ter acumulado no reator. Através de testes 

respirométricos, observaram que a atividade das bactérias nitrificantes 

caiu 46% em 14 dias após o choque e seguiu baixa mesmo 25 dias após 

o choque  

Yang e colaboradores (2013a) apontaram que a concentração 

mínima letal (CML) de nanopartículas de prata e de íon de prata para a 

bactéria autotrófica Nitrosomonas europaea é menor, ou seja é mais 
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tóxico, do que para demais bactérias heterotróficas do ciclo do 

nitrogênio. Observaram que a aglomeração das nanopartículas foi menor 

no meio nutritivo para as bactérias nitrificantes do que para as demais 

bactérias estudadas. Isto pode ser devido à baixa concentração de 

matéria orgânica no meio, apesar de possui alta força iônica, o que 

contribui para a aglomeração. Constataram também que em 

concentrações baixas (10% da CML) aumentam a expressão dos genes 

amoA1 e amoC2, indicando efeito que estimula o metabolismo, em 

consequência do aumento das taxas de respiração para obter mais 

energia para reparar o dano. Os íon de prata liberados para o meio se 

ligaram a amônia livre, formando Ag(NH3)3 e AgNH3, em torno de 18% 

da prata adicionada foi encontrada dissolvida no meio.  

Apesar de alguns trabalhos citarem expressão gênica relativa em 

culturas puras, ela ainda é escassa na literatura. Esse método de biologia 

molecular nos permite compreender melhor os resultados analíticos 

obtidos. Possibilita discutir com maior confiabilidade as rotas 

metabólicas que estão sendo utilizadas pelos microrganismos, e por que 

estão ocorrendo.  

Outro item a ser estudado é a possibilidade de formação de gases 

de efeito estufa devido a presença de NPAg. A nanopartícula de prata 

reduz a atividade das bactérias, como foi apontando pelos estudos aqui 

citados, gerando acúmulo de amônia ou nitrito no meio. Além disso, as 

bactérias nitrificantes, que oxidam a amônia a nitrito, podem gerar, 

durante essa transformação, outros compostos (Vide Figura 4, página 

43). Entre eles estão o NO e N2O, conhecidos por serem gases do efeito 

estufa. Dados apontam que as plantas de tratamento de efluentes são 

capazes de emitir quantidades de N2O equivalente a emissão de CO2 

gerada por 900.000 carros (USEPA), porém, os valores estimados pelo 

IPCC (Intergovernamental Panel on Climate Change) são menores do 

que os reais, muitas vezes em 2 ordens de magnitude (CHANDRAN et 

al., 2011).  

Observou-se nos estudos presentes até então que praticamente 

não há monitoramento dos produtos da nitritação em ensaios cinéticos, 

não sendo possível efetuar os balanços do nitrogênio, verificando se há 

ou não perda deste elemento na forma de gases. Também não foram 

encontrados dados da dose letal média para culturas enriquecidas em 

bactérias oxidadoras de amônia. Logo, não há um monitoramento 

completo do sistema, não sendo possível compreender como a NPAg 

impacta integralmente esses sistemas. Algumas metodologias de 

biologia molecular, como a análise da expressão gênica envolvida neste 

efeito tóxico utilizando as bactérias nitritantes como modelo, integrada 
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ao monitoramento das cinéticas, tornará possível se ter a visão “global” 

do problema.  

 

3.5 USO DE MÉTODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR 

O uso dede biologia molecular em pesquisas na área ambiental já 

está bem estabelecido (GILBRIDE et al., 2006; DAIMS et al., 2006; 

SANZ e KOCHLING, 2007). Tais métodos podem fornecer 

informações morfológicas, metabólicas, bioquímicas e genéticas tanto 

em ambientes naturais como em sistemas feitos pelo homem, como 

sistemas de tratamento de efluentes. 

Como exemplo podemos citar o FISH e o PCR (Reação em 

Cadeia da Polimerase). A técnica, FISH (Fluorescent in Situ 

Hibridization), envolve a utilização de sondas com fluoróforos 

específicos que tem como alvo RNA ribossomal, sendo normalmente 

utilizada para verificar se membros de uma determinada afiliação 

filogenética podem ou não estar presentes no ambiente estudado. As 

células devem ser fixadas para tornar a bactéria permeável à sonda, que 

é hibridizada com as sondas de ácidos nucleicos, em uma lâmina de 

vidro. As sondas podem conter fluoróforos ou então ele pode ser 

adicionado em uma etapa adicional. As células são visualizadas em 

microscópio de epifluorecência ou microscopia confocal. A sonda mais 

utilizada é a EUB338 que tem como alvo eubactérias (GILBRIDE et al., 

2006; DORIGO et al., 2005; BOUVIER e DEL GIORGIO, 2003). 

Sanz e Kochling (2007) apontaram como vantagens do método: 

permitir a visualização e localização de microrganismos não cultivados; 

geralmente quantitativo, possibilidade de determinar grupos específicos, 

não necessita de experiência profunda em laboratório e em microscopia 

para fazer análise. Entre as principais desvantagens apontaram que: o 

desenho de uma nova sonda é difícil e os resultados nem sempre são 

satisfatórios; a quantificação pode ser subjetiva (contagem manual) ou 

complexa (análise de imagens); não fornece um entendimento das 

funções metabólicas dos microrganismos; baixa intensidade de sinal; a 

análise estrutural de flocos exige um microscópio confocal. Devido a 

estas desvantagens foram desenvolvidas algumas melhorias, visando 

aumentar a intensidade do sinal (ZWIRGLMAIER, 2005) ou 

combinando esta técnica com outras técnicas como autorradiografia, 
electroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE) (WAGNER et 

al., 2003; WANGNER et al., 2006; CHANG et al., 2012). 

Bouvier e del Giorgio (2003) compararam os trabalhos até então 

realizados utilizando a sonda EUB388 em sistemas aquáticos, em 
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diversas amostras ambientais.A proporção de células hibridizadas com a 

sonda estudada varia e, raramente, é igual a contagem feita com outros 

métodos, revelando que 56% das células presentes no meio são 

detectadas com essa sonda. A diferença foi atribuída a fatores 

metodológicos e condições ambientais, apontando a necessidade de 

adaptar o método conforme a aplicação que se faz do FISH. Bressan 

(2012), utilizando as sondas Nso190 e NIT3 para detectar dois grupos, 

bactérias oxidadoras de amônia e oxidadoras de nitrito (Gênero 

Nitrobacter). E conseguiu determinar que as primeiras eram mais 

abundantes em um sistema enriquecido em bactérias nitritantes. Essa 

detecção é feita por observação das imagens geradas por microscópio, 

que permite também compreender como as bactérias estão distribuídas 

espacialmente em floco.  

Outras técnicas de biologia molecular utilizadas para caracterizar 

amostras de culturas cultivadas ou provenientes de ambientes naturais, 

envolvem a amplificação do DNA. Para isso é utilizada a técnica de 

PCR, onde ocorre a ampliação exponencial de uma região selecionada 

do DNA, utilizando um par de primers, também chamados de 

iniciadores (oligonucleotídeos) que são complementares a cada fita de 

DNA.Essa reação catalisada por uma DNA-polimerase purificada. A 

reação ocorre sucessivamente, havendo uma ampliação exponencial 

daquela sequencia alvo do DNA. Após alguns ciclos o produto presente 

em maior quantidade é uma espécie única de fragmento de DNA, com 

comprimento igual à distância entre dois iniciadores originais. Para 

amplificar o DNA é utilizado um termociclador, onde são aplicadas 

etapas com diferentes temperaturas para desnaturar, anelar e sintetizar o 

DNA (HUNT, M. 2010; ALBERTS et al., 2010).  

Outra técnica é o DGGE (Eletroforese em Gel com Gradiente 

Desnaturante), onde fragmentos de DNA do mesmo tamanho, porém, 

com diferentes sequências de ácidos nucleicos geram padrões de bandas 

que, quando corridos em um gel específico, mostram a diversidade 

genética da amostra. É utilizada quando se faz necessário conhecer os 

membros predominantes de uma comunidade microbiana, com média 

resolução filogenética (SANZ e KOCHLING, 2007). Esta técnica é 

adequada para um vasto número de microrganismos, todavia 

dependendo da amostra, a extração e amplificação do DNA podem ser 

difíceis e a intensidade das bandas pode variar (GILBRIDE et al., 2006) 

Logemann e colaboradores (1998) utilizaram esta técnica para analisar a 

comunidade de bactérias nitrificantes em um reator do tipo SHARON 

(Single Reactor System for High Activity Ammonia Removal Over 
Nitrite). Os autores verificaram que duas espécies de BOA N. europaea 

51



 

 

 

e N. eutropha possuem 98,4% de semelhança com o gene 16S rRNA, 

não sendo possível distinguir qual das duas espécies predominam por 

outros métodos de biologia molecular. Porém, utilizando o DGGE, 

verificaram diferentes migrações dos produtos de PCR no gel, sendo 

possível analisar filogeneticamente a amostra. Determinaram também 

que a bactéria N. eutropha predominava no reator. Os resultados foram 

comparados aos abtidos com a técnica de FISH, confirmado que 50-70% 

das bactérias presentes no reator pertenciam ao gênero Nitrosomonas. 

Indicando que as duas técnicas podem ser suplementares.  

O PCR também pode ser quantitativo (reação em cadeia da 

polimerase em tempo real), indicado pela sigla qPCR. Ele é realizado 

com os primers, assim como no PCR convencional, porém é adicionado 

um fluoróforo. A quantificação é realizada através de detecção da 

fluorescência produzida durante a fase inicial da amplificação 

exponencial do DNA, sendo essa fluorescência diretamente relacionada 

com o produto no final de cada ciclo do termociclador (HEID et al., 
1996; GILBRIDE et al., 2006). Os marcadores mais utilizados em 

estudos microbianos na área ambiental são SYBR green e TaqMan 

(KIM et al., 2013). A técnica de PCR quantitativo é muito utilizada da 

área ambiental por monitorar a dinâmica da comunidade microbiana e 

identificar as espécies presentes no meio estudado (HUANG et al.,2010; 

RONGSAYAMANONT et al., 2014). Sendo umas das técnicas mais 

precisas para contar o número de cópias dos genes alvos. Entretanto, 

deve se conhecer bem as suas limitações: a extração do DNA, caso for 

extraído diferentes quantidades de ácido nucleico, haverá variações na 

quantificação dos alvos; o desenho do primer, que pode não ser 

adequado a amostras; o método não diferencia células vivas ou não; 

primers seletivos a grupos podem conter pequenas diferenças em relação 

ao alvo e influenciar amplificações. Portando são erros potenciais que 

devem sempre ser considerados ao adotar este método (KIM et al., 

2013). Os mesmos autores ainda apontam a falta de um método 

padronizado para o qPCR, tornando difícil a comparação entre 

diferentes pesquisas.  

A qPCR também é uma etapa utilizada quando se pretende 

estudar a expressão gênica. Porém, antes dela, é necessário realizar a 

transcriptase reversa, transformando RNA em DNA. Esse método é 

conhecido como reação em cadeia da polimerase via transcriptase 

reversa quantitativa (RT-qPCR).  

Apesar dos demais métodos serem capazes de mostrar padrões 

gênicos, o RT-qPCR mede a expressão dos genes diretamente do 

RNAm. O RNA é extraído e purificado, para que não haja resquícios de 
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DNA na amostra. Após essa etapa ocorre a formação do cDNA (DNA 

complementar) a partir do RNA mensageiro (RNAm), através de uma 

enzima DNA polimerase RNA-dependente (LADEIRA et al., 2011). No 

final dessa etapa quantidades proporcionais de DNA complementar e 

RNA mensageiro deverão estar presentes, em uma situação ideal. Após 

a formação do cDNA, é feito o procedimento utilizado no PCR 

quantitativo.  

Após a amplificação do cDNA, é necessário avaliar a expressão 

dos genes, e isso pode ser feito de forma absoluta ou relativa. A 

quantificação absoluta utiliza diluições seriadas de concentrações 

conhecidas para confeccionar uma curva padrão. É utilizada quando se 

quer conhecer o número exato de cópias formadas. O método relativo 

leva em consideração quantas vezes um determinado gene aumentou ou 

reduziu a sua expressão em relação a outro gene endógeno (gene 

constitutivo), que sempre expressa da mesma maneira, independente das 

condições aplicadas à cultura estudada (LIVAK e SCHMITTGEN, 

2001). O conhecimento da expressão de genes específicos de 

determinados processos, fornece dados para compreender como o 

metabolismo das bactérias é influenciado por fatores ambientais, ligando 

a expressão dos genes com a atividade microbiana (YANG, et al., 

2013b).  

É um dos métodos mais sensíveis para detecção de concentrações 

baixas de RNAm. Os ensaios são relativamente fáceis, com uso de 

pequenos volumes. Entretanto, apresentamalgumas desvantagens: os 

primers podem ser inespecíficos para amostras complexas (como de 

ambientes naturais), uma vez que inibidores presentes em meios 

complexos podem inibir a reação de PCR (SALEH-LAKH et al., 2005). 

Metz e colaboradores (2003) utilizando uma bactéria isolada do 

solo (O. anthropi), relacionaram a maior expressão do gene DnirK, com 

maior produção de N2O, estando de acordo com os resultados obtidos 

em ambientes naturais. O RT-qPCR já foi utilizado por Yang e 

colaboradores (2012b) e por Yang et al. (2013b) para verificar a 

expressão dos genes envolvidos na oxidação da amônia em cultura pura 

de Nitrosomonas europaea na presença de Quantum dotz e 

nanopartículas de prata, respectivamente. Os resultados obtidos 

mostraram a expressão dos genes amoA1, amoB2, amoC2 (codificam a 

amônia monooxigenase), bem como, o gene hoa2 (codifica a 

hidroxilamina oxidoredutase), responsáveis pela formação de 

hidroxilamina e nitrito, sofrem modificações na sua expressão, quando 

expostos a estes compostos. E isso pode refletir no metabolismo dessa 

bactéria. Entretanto, neste caso, foi apenas possível supor a relação com 
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o metabolismo das mesmas, já que não houve quantificação de amônia 

ou nitrito. Song et al. (2014) utilizando amostras provenientes de um 

sistema municipal de tratamento de efluentes verificaram a expressão do 

gene nosZ (codifica a N2O redutase), onde foi possível relacionar a 

expressão desse gene com a produção do N2O.  

Assim, observa-se que a expressão gênica é uma medida que 

permite visualizar modificações nas expressões dos genes envolvidos no 

metabolismo das bactérias. Essa modificação pode refletir ou não, o que 

é observado pelo monitoramentode substratos e produtos da reação. O 

que a torna uma metodologiacada vez mais utilizada na área de 

ambiental, para tentar compreender e talvez prever modificações no 

comportamento do microrganismo.  

Poucas pesquisas tem sido feitas visando verificar como bactérias 

nitritantes respondem a tóxicos, especialmente NPAg, em nível 

molecular. Isso demanda mais estudos nessa área, até mesmo para 

determinar a sensibilidade do método para amostras ambientais (KIM et 

al., 2013). Assim, se for possível verificar a expressão dos genes e 

relacionar essa resposta com o monitoramento de cinéticas (formação de 

produtos), será possível aprimorar a atual compreensão das rotas 

metabólicas utilizadas pelas bactérias em determinadas situações. O que 

permitirá prever qual será a resposta do reator variações ambientais, 

bem como a expressão gênica como um indicador de efeito tóxico.  
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4 METODOLOGIA 

 

Os métodos descritos a seguir foram realizados em dois períodos 

diferentes. Os experimentos realizados com cultura pura, foram 

realizados na Rice University (Houton, TX, EUA), no laboratório 

coordenado pelo professor Pedro J.J. Alvarez. E, o que forma efetuados 

com cultura mista foram desenvolvidos na Universidade Federal de 

Santa Catarina, no Laboratório de Tratamento Biológico de Resíduos 

(LTBR), coordenado pelo professor Hugo Moreira Soares. 

 

4.1 CULTIVO DE CULTURA PURA DE NITROSOMONAS 

EUROPAEA 

Utilizou-se a bactéria ATCC 19718 (Nitrosomonas europaea), 

adquirida através da American Type Culture Collection (ATCC, 

Manassas, VA). Ela é responsável pela oxidação do íon amônio em 

nitrito no processo de nitritação. Essa espécie foi escolhida por ser 

amplamente reportada na literatura, tendo seu metabolismo 

relativamente conhecido, e por ser sensível a alterações no meio. Deste 

modo, o efeito tóxico de compostos sobre bactérias do ciclo do 

Nitrogênio pode ser percebido com maior facilidade (YANG et al, 

2012b). A bactéria foi cultivada em reator retangular de poliestireno 

esterilizado (Corning
®

), incubada a 26°C, no escuro, durante 7 dias, 

sendo agitada constantemente a 200 – 250 rpm (80 mL).  

 

4.2 MEIO DE CULTIVO 
O meio de cultivo utilizado foi o número 2265, sugerido pela 

ATCC para esta espécie. Este meio é preparado em etapas, sendo 

utilizadas três soluções diferentes, que devem ser filtradas com um 

frasco estéril (garrafa com sistema de filtração e armazenamento, com 

membrana PES de poro de 0,22µm e área de 54,5 cm
2
, estéril, da 

Corning
®
). Após a filtração, o meio foi armazenado em frasco estéril 

(Corning
®
, linha CellBIND). A Tabela 1 mostra os compostos e seus 

respectivos volumes ou massas para preparar 1,512 L de meio, 

conforme indicado no método fornecido pela empresa.  
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Tabela 1 Meio nutritivo 2265 para a bactéria ATCC 19718 

Composto Massa ou volume  

Solução 1 

(NH4)2SO4 (para 50mM NH4
+
) 4,95 g 

KH2PO4 0,62 g 

MgSO4.7H2O 0,27 g 

CaCl2.2H20 0,04 g 

Cont. Tabela 1 Meio nutritivo 2265 para bactérias ATCC 19718 

Composto Massa ou 

volume 

FeSO4 (30mM em EDTA, 50 mM, em pH 

7) 

0,5 mL 

CuSO4.5H2O 0,2 mg 

Água destilada 1,2 L 

 Solução 2 

KH2PO4 8,2 g 

NaH2PO4 0,7 g 

Água destilada 300 mL 

Elevar o pH até 8 com NaOH 10N 

Solução 3 

Na2CO3 0,6 g 

Água destilada 12,0 mL 

 

4.3 NANOPARTÍCULA DE PRATA E NITRATO DE PRATA 
 

4.3.1 Para os ensaios com cultura pura 
A nanopartícula utilizada nos testes foi adquirida da Novacentrix 

(com 35 nm de diâmetro, com cobertura de carbono amorfo e potencial 

zeta de -34,10±0,57 mV), caracterizada por Yang e colaboradores 

(2013a). Foi feita uma solução concentrada desta NPAg (10 g.L
-1

) o qual 

foi estocada em câmara anaeróbia. Alíquotas variadas dessa solução 

foram utilizadas nos experimentos. O nitrato de prata (Sigma Aldrich, 

~99%) foi utilizado para fornecer os íons de prata. Também foi feita 

uma solução estoque deste composto (10 mg Ag
+
_AgNO3.L

-1
).  

 

4.3.2 Para os ensaios com cultura mista 
A nanopartícula utilizada nos testes foi adquirida da mesma 

empresa (Novacentrix), com diâmetro indicado pelo fabricante de 25 nm 

(Anexo 0). Sua caracterização foi confirmada pelos testes indicados no 

item a seguir 4.3.2.1 (página 57). Para cada teste foi preparada uma 
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solução estoque, com água ultrapura e sem oxigênio, com a 

concentração adequada para cada teste. Alíquotas variadas dessa solução 

foram utilizadas nos experimentos. O nitrato de prata (Sigma Aldrich, 

~69%) foi utilizado para fornecer os íons de prata. Também foi feita 

uma solução estoque deste composto para cada teste (10 mg 

Ag
+
_AgNO3.L

-1
).  

 

4.3.2.1 Caracterização da nanopartícula de prata 

A nanopartícula de prata utilizada foi adquirida da Novacentrix 

(Texas, EUA), e segundo o fabricante, possui 25 nm de diâmetro, com 

revestimento de carbono amorfo. Porém, para confirmar essa 

informação porá partícula foi caracterizada sob alguns aspectos 

considerados importantes para o desenvolvimento deste trabalho, como 

tamanho de partícula e potencial zeta. Essa caracterização foi feita para 

a nanopartícula utilizada nos experimentos de cultura mista. Para os 

ensaios de cultura pura, a nanopartícula utilizada já havia sido 

previamente caracterizada pelos demais estudantes envolvidos na 

pesquisa.  

 

4.3.2.1.1 Microscopia eletrônica de transmissão 

 Para visualizar e mensurar o tamanho e a forma das 

nanopartículas foi utilizado um microscópio de transmissão eletrônica 

(JEM-1011 TEM), localizado no LCME, UFSC. O preparo de amostra 

foi apenas diluir as amostras em álcool isopropílico e deixa-las em 

banho de ultrassom por 20 minutos. E, após isso, foi colocada uma gota 

de amostra sobre o grid de 200 Mesh, de cobre, com uma fina camada 

de carbono (CF200-Cu, Electron Microscopy Sciences). Foram deixados 

secar por 48 horas e armazenados para serem visualizados no 

microscópio.  

 

4.3.2.1.2 Medida do potencial zeta 

Para esta análise foi utilizado o equipamento Zetasizer nano ZS 

(Malvern). O ensaio foi realizado no LaCBio (Laboratório de Catálise 

Biomimética), localizado do departamento de Química da UFSC. A 

amostra foi diluída em água, e sonicada por 20 minutos. Após esse 

período, foi colocada em uma cubeta específica para o equipamento e 

feita a medida. Para definir brevemente o potencial zeta, deve-se pensar 

que as partículas em contato com um líquido, são dotadas de carga na 

sua superfície, que afeta a distribuição de cargas em seu redor, formando 

uma dupla camada elétrica na interface líquido/partícula. Assim, quando 
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há movimento da partícula, a nuvem de cargas se desloca junto com a 

ela, como se fosse uma unidade. O potencial zeta é medido onde ocorre 

o cisalhamento dessas cargas, com as que não se deslocam com a 

partícula (BEDÊ, 2010).  

 

4.4 TESTE DE INIBIÇÃO EM BATELADA PARA CULTURA 

PURA 
O efeito tóxico das nanopartículas e dos íons de prata foram 

determinadas através de quatro métodos:  viabilidade celular, medida 

através de microscopia de fluorescência; quantificação do nitrito 

produzido ao longo do tempo (inibição em batelada) e expressão gênica 

relativa. Os dois primeiros foram realizados simultaneamente.  

A bactéria N. europaea foi exposta à diferentes concentrações de 

NPAg e nitrato de prata (Ag
+
), conforme Tabela 2. Foram utilizados 

frascos de cultivo retangular de poliestireno, esterilizado (Corning
®
), 

incubados à 26°C, no escuro, durante 7 dias, sendo agitada a 200 – 250 

rpm (Figura 5). O volume final de reação era de 80 mL, que continha 8 

mL (10% do volume total) de inóculo, previamente preparado, meio 

nutritivo e de volumes variados (conforme a concentração testada) de 

solução estoque de NPAg e Ag
+
.  

 
Figura 5 Frascos de cultivo utilizados para os ensaios de inibição em batelada 

sobre cultura pura. 

 
 

Tabela 2 Concentrações de íons de prata e nanopartículas de prata 

utilizadas no ensaio de inibição em batelada de sobre cultura pura.  

Testes Concentração 

1 0 mg.L
-1

 

2 0,075 mg Ag AgNO3.L
-1

 

3 0,075 mg Ag_NPAg.L
-1

 

4 0,25 mg Ag_NPAg.L
-1

 

5 0,5 mg Ag_NPAg.L
-1

 

6 0,75 mg Ag_NPAg.L
-1
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Foram retiradas amostras nos dias 0, 1, 3, 5 e 7. Para análise de 

nitrito (item 0) a amostragem foi realizada da seguinte maneira: foram 

centrifugados 2 mL de amostra a 10.000 rpm, por 1,5 minutos, o 

sobrenadante foi coletado e posteriormente filtrado com filtro seringa de 

0,2 µm de acetado celulose e armazenadas a 4°C. Para a análise de 

microscopia de florescência um método de pigmentação foi utilizado. 

Para tal era necessário 1 mL de amostra, tratada conforme explicitado 

no item 4.4.2. O teste foi realizado em duplicata.  

 

4.4.1 Detecção de nitrito 
Foram coletadas amostras nos dias 0, 1, 3, 5 e 7 de cultivo. As 

quais eram centrifugadas (2 mL) a 10.000 rpm, por 1,5 minutos, o 

sobrenadante foi coletado e posteriormente filtrado, com filtro seringa 

de 0,2 µm de acetato celulose e armazenada a 4°C. Para quantificar o 

nitrito foi utilizado cromatógrafo de íons DX 600, da Dionex. O sistema 

utilizado continha uma coluna cromatográfica, AS11-HC 4mm, um 

detector eletroquímico ED 50, ambos da Dionex. O eluente utilizado foi 

NaOH 30 mM. A faixa de medição era entre 2 e 50 mg NO2
-
.L

-1
, deste 

modo, em geral, diluições eram necessárias para que o ponto analisado 

ficasse dentro da faixa. As diluições foram feitas com água ultra pura.  

 

4.4.2 Microscopia de fluorescência  
Após o sétimo dia de exposição foram coletadas amostras para a 

microscopia de florescência. Foram centrifugados 1 mL de cada 

amostra, a 10.000 rpm, por 2 minutos, à temperatura ambiente. 

Removeu-se o sobrenadante e lavou-se a amostra com tampão de 

NaHCO3 (1mM), duas vezes (centrifugando por 1 minuto, 10.000rpm). 

Para pigmentar a amostra foi utilizado o fluoróforo Dapi (4’-6-

diamidino-2-fenilindol) da Invitrogen (Grand Island, NY), o qual 

pigmenta apenas o DNA de dupla hélice. A bactéria foi pigmentada de 

5-10 minutos, no escuro, com 300µL de 0,5 mg.L
-1

 de DAPI.  É 

importante ter certeza que todas as bactérias estão cobertas pelo corante.  

Após esse período, 10µL de amostra foram adicionadas sobre a lâmina 

para microscópio e coberta pela lamínula. O número de bactérias foi 

contado a partir de 8 campos microscópicos (com ampliação de 10X). 

Foi utilizado o Microscópio Invertido Olympus IX71 da Olympus 

Corporation of the Americas (Center Valley, PA). As imagens foram 

analisadas pelo software CellSens Dimension. O branco (sem a presença 

de prata) foi tratado da mesma maneira e todos foram preparados em 

duplicata.  
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4.4.3 Liberação de prata  
Para detectar a liberação de prata, em forma de íons (Ag

+
), foram 

realizados os mesmos experimentos de inibição em batelada, expondo a 

bactéria N. europaea a diferentes concentrações de nanopartículas de 

prata e nitrato de prata, conforme Tabela 2. Foram retiradas alíquotas, 

em duplicata, nos dias 1, 3, 5 e 7 de cultivo. Um volume de 7 mL de 

amostra foi filtrado utilizando frascos com membrana filtrante de 

celulose regenerada, específicos para centrifugação (Centrifugal Filters 

Units, Amicon Ultra
®
). O branco (sem prata) foi analisado da mesma 

maneira. Também foi medida a liberação de prata de 0,075 mg 

Ag_NPAg.L
-1

 e 0,75 mg Ag_NPAg.L
-1

, sem a presença de bactérias 

(controle) na solução. A centrifugação foi feita por 10 minutos a 7.000 

rpm, à temperatura ambiente. O filtrado foi coletado e armazenado a 

4°C, para posterior análise. Todas as amostras foram diluídas com 

HNO3, 1%. O equipamento utilizado para medir a concentração do íon 

de prata (Ag
+
) foi um ICP-MS, espectrômetro de massas com fonte de 

plasma indutivamente acoplado, Elan 9000 (Perkin Elmer SciEx). A 

faixa de detecção está entre 1 ppb e 32 ppb. 

 

4.4.4 Extração de RNA– Efeito da prata (NPAg e Ag
+
) na 

expressão dos genes 

Visando verificar o efeito da prata, tanto das nanopartículas 

quanto dos íons, na expressão dos genes foi realizada a extração do 

RNA. A bactéria N. europaea foi cultivada até o terceiro dia. No 

segundo dia foi adicionada a nanopartícula de prata (concentrações de 

0,075 mgAg_NPAg.L
-1

 e 0,75 mgAg_NPAg.L
-1

) e nitrato de prata 

(concentração de 0,075 mgAg
+
_AgNO3.L

-1
). Após esse período elas 

foram coletadas para a extração de RNA. Como padrão interno o gene 

constitutivo gapA foi utilizado, pois possui uma expressão teoricamente 

constante, sofre pequenas oscilações na expressão reguladas por fatores 

externos, como compostos tóxicos. Ele codifica a enzima gliceraldeido-

3-fosfato desidrogenase. A expressão dos genes amoA1, amoA2, amoB2, 

amoC2 (catalisam a oxidação da amônia para hidroxilamina), hao2 

(codifica para hidroxilamina oxidoredutase), cycA1 (catalisa a oxidação 

da hidroxilamina para nitrito), sodB (enzima superóxido dismutase), 

nirK (redução do NO2
-
 para NO) foram determinadas.  

Todo o processo de extração de RNA foi realizado em uma 

bancada livre de RNase, com ponteiras adequadas para o procedimento. 

Para limpar, ou seja, remover RNase, a bancada, pipetas e demais 

materiais utilizados no processo, foram limpos com lenços para remoção 
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de RNAase de superfícies (RNaseZap
®
 Wipes, Ambion

®
). A água 

utilizada, assim como todos reagentes também eram livres de RNase. 

Inicialmente, todo o volume de amostra foi centrifugado em uma 

centrífuga refrigerada, 10000 rpm, 4°C, por 10 minutos, ou até ser 

possível ver um pequeno depósito de células no fundo do tubo. Em 

seguida, foi adicionado 1 mL de RNAprotect Bacteria Reagent, e 

removido o excesso de reagente por gravidade. É necessário preservar 

em ultra freezer, a -80°C, caso for realizar o procedimento em outro 

momento.  

Foram utilizados dois kits para extração do RNA e síntese do 

cDNA, o RNeasy Mini Kit e o Qiaquick PCR Purification Kit, ambos da 

Qiagen
®
. Os reagentes necessários, que não acompanham o kit, foram 

preparados antes do início do procedimento. O tampão Tris-EDTA (TE 

buffer), em pH 8, com 400 µg.mL
-1

 para bactérias Gram-negativas, ou 3 

mg.L
-1

 de lisozima, para Gram-positivas. Nesse estudo foram utilizados 

o tampão Tris-EDTA da Sigma-Aldrich, e a lisozima da mesma marca. 

Ao tampão RLT, fornecido no kit, foi adicionado β-Mercaptoetanol 

(para cada 1 mL do tampão RLT, foi adicionado 1µL de β- 

Mercaptoetanol, que é estável por 30 dias). Para se obter o resultado em 

expressão gênica, são necessárias algumas etapas: a extração do RNA, 

conversão para cDNA e posteriormente a análise em PCR quantitativo. 

 

4.4.4.1 Extração do RNA 

Após retirar a amostra do ultrafreezer, elas foram tratadas com 

200µL de 400 µg.mL
-1

 do tampão Tris-EDTA, deixando reagir por 5 

minutos, sob agitação leve, em temperatura ambiente. Seguiu-se o 

procedimento indicado pelo fabricante, adicionando a etapa de limpeza 

de DNA.  

Ao terminar a extração de RNA, mediu-se a sua concentração no 

espectrofotômetro Nanodrop ND-1000 da Nanodrop Products Inc. O 

RNA extraído foi conservado a -80°C. Para obter-se a expressão dos 

genes, foi sintetizado o cDNA, a partir do RNA, utilizando o Qiaquick 

PCR purification Kit. 

 

4.4.4.2 Síntese do cDNA 

Para sintetizar o cDNA, primeiramente, diluiu-se o RNA para que 

todas amostras ficassem com a mesma massa (2 a 5 µg), em um volume 

total de 16,9 µL, sendo 5 µL de 3 mM de Random Hexamer Primers, 

para cDNA, e o restante de RNA mais água, quantidade suficiente para 

o volume final chegar em 16,9 µL. A mistura foi desnaturada a 70°C, 
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por 10 minutos, e imediatamente colocada no gelo, por 10 minutos. O 

material foi centrifugado brevemente (30 segundos) e o procedimento 

prosseguiu a temperatura ambiente. Em outro vial preparou-se uma 

mistura contendo: 6µL de tampão 5X First Strand Synthesis Buffer, 3µL 

de tampão 0,1M DTT, 1 µL RNaseOUT, 1,2 µL 25X dNTPs (3 aa-

dUTP, 12,5 mM dNTPs), 2 µL de Superscript II Reverse Transcriptase. 

Adicionou-se esses 13,2 µL à mistura de RNA desnaturado.  

A mistura foi incubada de um dia para o outro, a 42°C. Em 

seguida o RNA foi hidrolisado através da adição de 10 µL de NaOH, 

1M e 10 µL de 0,5M de EDTA, pH 8. Incubou-se novamente a 65°C por 

15 minutos. Para neutralizar o pH, foi adicionado 10 µL de HCl, 1M.   

Após o término dessa etapa utilizou-se o kit de purificação de 

DNA, conforme o método sugerido pelo fabricante. A concentração do 

cDNA foi medida com o espectrofotômetro Nanodrop (ND 1000). 

 

4.4.4.3 Análise quantitativa de PCR 

A concentração do DNA deve estar em torno de 2ng.µL
-1

 para 

fazer a análise quantitativa de PCR. Assim, diluiu-se a amostra até esta 

concentração. Os primers utilizados foram desenhados usando o 

PrimerQuest
®
, disponível no site IDTDNA 

(http://www.idtdna.com/Primerquest/Home/Index) e estão listados na 

Tabela 3. Os primers utilizados aqui foram utilizados por Yang e 

colaboradores (2013a), com exceção do nirK forward e nirK reverse que 

foram sugeridos por Jason e colaboradores (2007). Os primers foram: 

amoA1, amoA2, amoB2, amoC2,vhoa2, cycA1 e nirK . 

A análise de PCR quantitativa foi realizada utilizando um 

termociclador 7500 de PCR em tempo real da Applies Biosystems 

(Carlsbad, CA). Cada 15µL de volume de reação deve conter 1 ng de 

cDNA, 7,5 µL do pigmento Syber Green (SYBR green Master Mix) e 

0,3 µM de cada primer e água. Os valores de Ct (limite do ciclo) foram 

calculados utilizando o software S.D.S versão, 1.3.1. Todo o 

experimento foi feito em triplicata, tanto o ensaio, quanto as amostras 

durante o teste de PCR. A temperatura de anelamento utilizada foi de 

60°C para todos primers.  

Os resultados foram analisados e quantificados utilizando o 

método 2
-ΔΔCT

 sugerido por Livak e Schmitten (2001). A fórmula 
utilizada para os cálculos é descrita conforme Equação 5 e 6: 
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                                                            Equação 5 

 
Mudança da expressão em relação ao gene alvo = 2

-ΔΔCT 
      Equação 6 

 

Onde: 

∆∆CT,gene alvo – Variação entre os Ct (cycle threshold) da amostra 

que exposta à prata e ao controle (sem a prata); 

CT,gene alvo - Ct do gene alvo; 

CT,gene constitutivo - Ct do gene constitutivo. 

 

Nesse estudo o gene constitutivo gapA foi utilizado como padrão 

interno.  

 
Tabela 3 Primers utilizados na análise de expressão gênica 

Nome do primer Sequência 

amoA1 forward 5’-CAACGATTGGCAAATGGGTTGGTC-3’ 

amoA1 reverse 5’-CTTCACGCTGTATCTGACACGCAA-3’ 

amoA2 forward 5’-CAACGATTGGCAAATGGGTTGGTC-3’ 

amoA2 reverse 5’-CTTCACGCTGTATCTGACACGCAA-3’ 

amoB2 forward 5’-TCAGAATGGCAAGTACCCAGGTGA-3’ 

amoB2 reverse 5’-TCGTGTATTGTTGGCCTACGGTGA-3’ 

amoC2 forward 5’-CAGAATCATCAACGGGCCTGCAAT-3’ 

amoC2 reverse 5’-CATCGTTTGCGGTGTTGCAACCTA-3’ 

hao2 forward 5’-GGTCTGCTTGCCTTCCAGTTTGTT-3’ 

hao2 reverse 5’-TCCGATGAACCGTGCCTATGTTGA-3’ 

cycA1 forward 5’-CATGCGCTGTGTCTTTCCACGATT-3’ 

cycA1 reverse 5’-TGCTGCAGCTTTGTTCACACTGAC-3’ 

sodB forward 5’-GATCCAAGCTGGCCATCATCAAGA-3’ 

sodB reverse 5’-TAACCGTGTTGACATAATCCGGGC-3’ 

nirK forward 5’- GTWCCSGGTCCGGTYGTRCG-3’ 

nirK reverse 5’- TCRTTGGGWCCRGCRTTGAC-3’ 

gapA forward 5’-ATCGTCTTTGGACGGAGCACTCAA-3’ 

gapA reverse 5’-AGTGGGATGAAGTTGGTGCGGATA-3’ 

 

4.5 ANÁLISES COM CULTURA MISTA 

4.5.1 Cultura mista 
A fim de investigar como as nanopartículas de prata agem sobre 

uma cultura mista, enriquecida em bactérias oxidadoras de amônia, 

foram realizados testes que estão descritos a seguir.  
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4.5.1.1 Meio de cultivo  

O meio de cultura utilizado foi baseado em dois meios, o meio 

proposto por Campos e colaboradores (1999), que vem sendo utilizado 

no LTBR para cultivo e enriquecimento das bactérias nitrificantes 

(ZDRADEK, 2005; FERRETI, 2009; MICHELS, 2011) e o meio 

proposto por Choi e colaboradores (2008). Neste estudo, alguns sais 

foram substituídos por sais de nitrato para minimizar a complexação 

com os íons de prata (Ag
+
) com o Cl

-
, S

-2
, PO4

-3
 e SO4

-2
. Entretanto, não 

foi possível substituir o (NH4)2SO4 por NH4NO3, pois a venda desse 

composto é controlada pelo exército, fato que dificulta seu acesso. 

Dessa forma optou-se pelo sulfato de amônio, por ser, entre os possíveis 

ligantes, o que menos reduz o efeito tóxico da NPAg e Ag
+
 (CHOI et al., 

2008). Assim, o meio foi composto pelas mesmas concentrações de 

nutrientes de interesse do meio proposto por Campos, porém, 

substituído os mesmos por sais com menor possibilidade de complexar 

com a prata, sugeridos por Choi e colaboradores (2008). Portanto, a 

composição do meio nutritivo utilizado é mostrada pelas Tabela 4 e 

Tabela 5 e Vale ressaltar, também, que a concentração de (NH4)2SO4 e 

NaHCO3 variou conforme a progressão de carga que foi aplicada (entre 

2,35 g de (NH4)2SO4 – 0,5 gN_NH4.L
-1

e 4,7193 g de (NH4)2SO4 - 

1gN_NH4.L
-1

) e o bicarbonato de sódio, conforme a estequiometria da 

reação de nitritação (Equação 1).  

 
Tabela 4 Composição do meio de cultura sintético para cultura mista.  

Macronutrientes 

Composto g.L
-1

 

(NH4)2SO4 4,7193 

KH2PO4 0,2220 

Mg(NO3)2 0,0321 

NaHCO3 11,88 

NaNO3 1,2914 

Solução de micronutrientes 0,44 mL.L
-1
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Tabela 5 Composição da solução de micronutrientes para cultura mista. 

Micronutrientes 

Composto g.L
-1

 

Ca(NO3)2 1,79 

FeCl2.4H2O 3,57 

MnSO4.H2O 4,32 

(NH4)6Mo7O24.4H2O 1,87 

CuSO4 1,53 

Zn(NO3)2.6H2O 25,35 

Co(NO3)2.6H2O 0,40 

  

4.5.1.2 Inóculo 

Para inocular o reator nitritante foi utilizada 200 mL de 

biomassa que já estava sendo adaptada em outro reator, que também 

visava a nitrificação parcial. Esse, por sua vez, foi inoculado com 

biomassa de lodos ativados coletado do sistema de tratamento de 

esgotos da CASAN, do município de Florianópolis.  

 

4.5.1.3 Reator 

Inicialmente foi operado um reator (Reator A) com o objetivo de 

aumentar a concentração celular (biomassa). Posteriormente, o cultivo 

foi transferido para um de maior volume (Reator B). Para dar partida no 

reator A, utilizou-se um frasco cilíndrico, com 50 cm de altura e 9 cm de 

diâmetro, com volume útil de 1,5 L, inoculado com 1,38 g SST.L
-1

. Não 

havia sistema de agitação mecânica. O ar era injetado pelo fundo do 

reator, forçando a suspensão da biomassa nos períodos aerados. Quando 

a aeração era desligada a biomassa decantava (no item 4.5.1.4, a seguir, 

é abordado o modo de operação dos reatores). A alimentação e descarte 

eram realizados por bombas peristálticas Masterflex L/S, com cabeçote 

Easy-load II, da mesma marca. Para aeração, foi utilizada com bomba 

compressora de ar, (BIG AIR
®
, modelo A420), sendo tudo controlado 

com auxílio de um CLP (controlador lógico programável, Dexter, 

modelo µDX, série 100). O TRH era de 1 dia e o reator foi mantido a 

32±1
°
C, através de um sistema de recirculação de água na parte externa 

no reator, semelhante a uma camisa de aquecimento (Figura 6).  
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Figura 6 Esquema ilustrativo do reator A. 

 
 

Após o período de 50 dias, esse reator foi substituído por outro. 

Sendo este reator (Reator B) definitivo para a produção de biomassa 

nitritante necessária nos experimentos (Figura 7). O reator era de 

acrílico, com 53 cm de altura e 17,7 de diâmetro, com 13 L, sendo 8 L 

de volume útil, com agitação mecânica (Agitador Dist 930). O sistema 

de agitação era constituído por um sistema de pás, suficiente apenas 

para não decantar a biomassa (o sistema não possuía regulagem de 

controle de rotação, devido a isso, não é possível afirmar a rotação exata 

utilizada). O reator foi aerado de forma ascendente, sob as pás de 

agitação, visando reduzir o tamanho da bolha e melhorar a transferência 

de oxigênio. Assim como no reator A, a temperatura foi mantida em 

32±1
°
C, através de um sistema de recirculação de água na parte externa 

no reator. Os sistemas de controle, bombas, aeração e aquecimento 

foram os mesmos utilizados no Reator A.  

 
Figura 7 Foto do Reator B. 
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4.5.1.4 Operação dos reatores 

O modo de operação dos dois reatores foi semelhante, em 

processo descontínuo alimentado. As diferenças consistiram no volume 

útil e no sistema de agitação (Tabela 6). 

 
Tabela 6 Condições de cultivo dos reatores nitritantes 

 Reator A Reator B 

Volume do reator (L) 1,5 8  

Vazão (L.d
-1

) 1,5  3  

TRH (dia) 1 2,67 

[N_NH4
+
] (mgN_NH4

+
.L

-1
) 750 De 500 à 700 

Carga (mgN_NH4
+

.L
-1

.d
-1

) 750,00 De 187,26 à 374,53  

Sistema de agitação Ausente Agitação mecânica 

(sistema de pás) 

 

Para induzir a aclimatação e seleção da biomassa nitritante foram 

aplicados períodos aeróbios, intercalados com anaeróbios tanto no reator 

A como no B. Foram aplicados 3 ciclos de 8 horas cada, sendo 7 horas 

de reação e 1 hora para decantação e descarte. Durante as 7 horas, a cada 

hora, o reator foi aerado por 15 minutos e seguido de 45 minutos de 

anaerobiose (Figura 8). Essa estratégia é utilizada para limitar a 

concentração de oxigênio dissolvido presente para a oxidação da 

amônia, e reduzir a oxidação de nitrito para nitrato (ZDRADEK, 2005). 

A alimentação era realizada durante a aeração. Essa estratégia de 

alimentação permite que a alcalinidade e o substrato (nitrogênio 

amoniacal) sejam distribuídos ao longo do ciclo. Tal procedimento foi 

adotado a fim de evitar a ausência de amônia  no final das 7 horas de 

reação, o que poderia levar a oxidação do nitrito. Além disso, ao 

adicionar-se a alcalinidade, adicionada ao reator na forma de 

bicarbonato de sódio, de uma só vez, pode ocorrer a perda da 

alcalinidade devido ao arraste de CO2 pela aeração no início de cada 

ciclo (BRESSAN, 2012). 

   
Figura 8 Esquema de operação do reator B, onde ↓ representa o início da adição 

de meio nutritivo;       demostra os períodos aerados e        demostra os períodos 

em anaerobiose.  
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4.5.1.5 Monitoramento dos reatores 

Para o monitoramento dos reatores foram coletadas amostras três 

vezes por semana, medindo-se a concentração de nitrogênio nas formas 

de íon amônio, nitrito e nitrato. O pH foi monitorado diariamente com 

pHmetro portátil, da marca LT lutron, modelo PH221. O oxigênio 

dissolvido foi medido visando acompanhar a concentração de O2 

durante o ciclo, utilizando o Oxi 340/SET (marca WTW). A análise de 

sólidos suspensos voláteis, para monitorar a concentração da biomassa, 

foi realizada a cada 15 dias. .  

 

4.5.1.6 Teste de inibição em batelada sobre bactérias nitritantes 

Esse teste visou determinar a concentração de prata que inibe 

50% de atividade nitritante (KI50), quando as BOA são expostas à 

NPAg e Ag
+
. 

Para isso, as BOA foram expostas a diferentes concentrações de 

NPAg e Ag
+
 em frascos agitados (150 rpm) em um shaker orbital, com 

temperatura controlada em 32±1°C. Foram utilizadas as duas formas de 

prata (nanopartícula e íon) para comparar os efeitos de cada uma. Cada 

frasco foi inoculado com aproximadamente 0,5 g SSV.L
-1

, com 

biomassa proveniente do reator B. O volume de reação foi de 200 mL, 

sendo que a solução contendo prata foi adicionada somente no final do 

preparo de cada um, para iniciar o experimento no momento em que o 

composto tóxico for adicionado.  

Para realização do estudo cinético foram retiradas 3,5 mL de 

amostra com biomassa suspensa, para manter a concentração celular no 

reator, a cada 90 ou 120 minutos, dependendo do consumo de substrato. 

Foram monitorados o consumo de amônia, formação de nitrito e nitrato. 

A duração do teste foi dependente da concentração de amônia 

(substrato) no frasco de controle (sem prata), ou seja, quando alcançasse 

valores próximos a zero, a cinética era encerrada. Optou-se por 

determinar o tempo de ensaio desta forma, pois já era possível calcular 

as velocidades de consumo nos testes com prata. As amostras que 

continham nanopartículas de prata foram centrifugadas (Centrífuga 

Eppendorf 5804R) em frascos com membrana filtrante de celulose 

regenerada, específicos para centrifugação (Centrifugal Filters Units, 

Amicon Ultra
®
), visando remover as nanopartículas das amostras que 

foram injetadas no cromatógrafo. Após a centrifugação as amostras 

foram armazenadas a 4°C.  
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Para os ensaios de inibição em batelada, a concentração de 

amônia e bicarbonato de sódio foram reduzidas. Visando manter nos 

frascos a mesma carga de nitrogênio que havia no reator.  

As concentrações de NPAg testadas foram maiores que as 

testadas na cultura pura. No caso da cultura mista, é sabido que os sais 

presentes no meio podem complexar a prata e reduzir o seu efeito 

tóxico. Também foi superior a concentração de íon de prata, pois, em 

geral, este apresenta maior capacidade inibitória que a NPAg. As Tabela 

7 e Tabela 8 mostram as concentrações utilizadas nos testes de inibição 

em batelada.  

 
Tabela 7 Concentrações de nanopartícula de prata utilizadas em ensaio de 

inibição em batelada. 

Testes Concentração (mg 

Ag_NPAg.L
-1

) 

0 0,00 

1 5,00 

2 10,00 

3 15,00 

4 20,00 

Cont. Tabela 7 Concentrações de 

nanopartícula de prata utilizadas em 

ensaio de inibição em batelada. 

Testes Concentração (mg 

Ag_NPAg.L
-1

) 

5 25,00 

6 30,00 

 
Tabela 8 Concentrações de nitrato de prata utilizadas em ensaio de inibição em 

batelada. 

Testes Concentração (mg 

Ag
+
_AgNO3.L

-1
) 

0 0,00 

1 0,10 

2 0,20 

3 0,40 

4 0,60 

5 0,80 

 

É importante ressaltar que as soluções concentradas contendo 

prata, seja do íon ou da nanopartículas, foram feitas sempre 
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considerando a massa de prata na molécula ou partícula. No caso da 

nanopartícula, o fabricante informa que 3% da massa corresponde à 

cobertura de carbono amorfo. Deste modo, isso foi levado em 

consideração para o cálculo da massa necessária para a preparação das 

soluções estoque de NPAg ou Ag
+
.  

No final do ensaio cinético com nanopartículas de prata, foi 

retirada uma alíquota de 10 mL, a qual foi centrifugada (Centrífuga 

Eppendorf 5804R, à 5000 g, por 15 minutos), para verificar a liberação 

de íons de prata durante o teste (Vide item 4.5.2.1) para todas 

concentrações testadas.   

 

4.5.1.7 Teste de inibição em processo contínuo sobre bactérias 

nitritantes 

Este teste avaliou a influência das nanopartículas de prata sobre a 

comunidade de bactérias nitritantes durantes períodos longos de 

exposição. Para tal, foi preparado um reator de bancada com o mesmo 

regime de operação do reator B (vide Figura 8), porém com um volume 

de 1,5 L. A alimentação continha aproximadamente 700 mg N_NH4
+
.L

-

1
, entre os outros nutrientes e micronutrientes listados na Tabela 4 e 

Tabela 5. O reator foi operado como controle (sem NPAg) até atingir a 

estabilidade. Após esse período, adicionou-se nanopartículas de prata 

conjuntamente à alimentação, cuja concentração dependia do valor que 

seria testado. Para preparar a solução de NPAg a qual era adicionada ao 

meio nutritivo, foi utilizada água ultrapura, submetida a borbulhamento 

com argônio, para remoção de oxigênio, seguida da adição de prata. Em 

seguida a solução foi submetida à sonicação por 20 minutos. Após essas 

etapas, adicionava-se uma alíquota à alimentação Para verificar a 

inibição em processo contínuo, optou-se por duas concentrações, 4,53 

mgAg_NPAg.L
-1

 e 1,32 mgAg_NPAg.L
-1

, sendo estas escolhidas tendo 

como base os resultados obtidos durante os ensaios de inibição em 

batelada.   

Para investigar a influência dessas nanopartículas foram 

monitorados o consumo de substrato e a formação dos produtos da 

oxidação da amônia (concentrações do íon amônio, nitrito e nitrato), 

antes (controle) e depois da adição de NPAg, ao longo de toda a 

operação do reator.  
O oxigênio dissolvido também foi medido, porém somente 

durante um ciclo de operação do reator (duração de 8 horas), tanto na 

etapa controle como após a exposição à prata. Ao final deste ciclo, 

foram coletadas amostras de sobrenadante e de biomassa para a 
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quantificação de prata que teria sido liberada da nanopartícula e que 

estava aderida a biomassa (Vide item 4.5.2.1, página 72).  
 

4.5.1.8 Influência do tempo de exposição da nanopartícula de prata 

sobre a cultura mista 

Para examinar se o tempo de exposição da nanopartícula de prata 

sobre com cultura bacteriana influencia em sua atividade, foi realizado 

este ensaio. Para tal, foram escolhidas três concentrações de 

nanopartículas (4,53, 2,56 e 1,32 mgAg_NPAg.L
-1

), mais um ensaio 

controle, sem NPAg. Todos foram monitorados por 5 dias (tempo 

determinado em testes prévios). As concentrações, mínima e máxima, 

foram as mesmas testadas durante a inibição em processo contínuo.   

Em cada ensaio (para cada uma das concentrações de NPAg) 

foram utilizados 5 erlenmeyers aletados, sendo que todos foram 

inoculados com a mesma quantidade de biomassa, solução nutritiva 

(sem substrato) e de nanopartículas de prata. Mantidos a 

aproximadamente 32°C, com agitação suficiente para manter a biomassa 

suspensa, em shaker orbital.  A cada dia de ensaio, em um frasco era 

adicionado 20 mL de solução de sulfato de amônio para que a 

concentração dentro do frasco ficasse em 400 mg N_NH4
+
.L

-1 
. E a 

partir desde dia, eram retiradas amostras deste frasco, durante 5 dias, 

para monitorar o consumo de substrato e formação de produtos da 

nitrificação. No dia seguinte à adição de substrato ao frasco 1, em outro 

frasco (frasco 2) era dado o mesmo pulso de amônia, e este também era 

monitorado da mesma maneira. Isso foi realizado sucessivamente, para 

todos os frascos, sendo que o primeiro foi exposto à prata por apenas um 

dia, e assim continuamente, até que o último a receber amônia, havia 

sido exposto por cinco dias.  

Para levar em consideração a influência da falta de substrato na 

atividade nitritante, também foram feitos concomitantemente cinco 

frascos controle, onde não havia prata.  

 

4.5.1.9 Influência da nanopartícula de prata e do íon de prata na 

morfologia bacteriana 

Após os testes de inibição em batelada, foram selecionadas três 

concentrações de íon de prata e nanopartícula de prata para a 

visualização no microscópio eletrônico de varredura (MEV, JEOL 

JSM-6390LV), localizado no Laboratório Central de Microscopia 

Eletrônica (UFSC).  
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Foram realizados os mesmos testes da inibição em batelada (Item 

4.5.1.6), com concentrações selecionadas de Ag
+
 e NPAg (a mínima e a 

máxima de cada ensaio e uma concentração intermediária). Para NPAg: 

5, 10,75 e 30 mg Ag_NPAg.L
-1

. Para Ag
+
: 0,1, 0,36 e 0,80 mg 

Ag
+
_AgNO3.L

-1
.  

Para o preparo da amostra, após 12 horas de exposição à prata, foi 

utilizado o método proposto por NATION (1983) e adaptada por 

VARESCHE (1997), conforme descrito brevemente a seguir. Após o 

ensaio, 10 mL de amostra foram centrifugados, sendo o sobrenadante 

removido. Após isso, foi adicionado 5 a 8 vezes o volume do pellet 

formado de solução tampão fosfato 0,1M pH 7,3 + solução 2,5% (m/v) 

de glutaraldeído (MERK, específico para microscopia) e acondicionado 

por 12 horas, a 4° C. Posteriormente, a amostra foi lavada 3 vezes com 

solução tampão fosfato 0,1M pH 7,3, sendo que em cada lavagem o 

pellet ficou em contato por 30 minutos com o tampão. Em seguida, a 

amostra foi submetida à desidratação gradual em etanol 50, 70, 80, 90, 

95%, por dez minutos em cada etapa e por último, foi lavada 3 vezes em 

etanol 100% (grau PA). 

Após a desidratação as amostras foram levadas para o LCME, 

onde foram colocadas sobre suportes metálicos, secos com HMDS 

(hexadimetil disilazona), por 30 segundos e levados a estufa a 30° C por 

duas horas. Em seguida, foram recobertos com ouro e armazenados sob 

vácuo até a data da visualização no MEV.    

 

4.5.2 Determinações físico-químicas do meio, do efluente 

do reator e dos ensaios cinéticos 
 

4.5.2.1 Determinação da concentração de íon de prata liberado ao 

meio. 

Ao final dos testes de inibição em batelada com nanopartícula de 

prata (item 4.5.1.6) e dos dias de monitoramento da inibição em 

processo contínuo (item 4.5.1.7) foram coletadas alíquotas de 

sobrenadante que foram submetidas a centrifugação, de 15 a 20 minutos, 

à 5000 g (Centrífuga Eppendorf 5804R). Os frascos utilizados para a 

centrifugação eram diferenciados, possuíam membrana filtrante de 

celulose regenerada, específicos para centrifugação (Centrifugal Filters 

Units, Amicon Ultra
®
). 

Durante o ensaio de inibição em processo contínuo foram 

coletados aproximadamente 14 mL de volume do reator homogêneo. A 

biomassa ali presente foi submetida a digestão ácida para a detecção da 
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prata presente nas bactérias. Após esse tratamento, tanto o sobrenadante 

como a biomassa digerida, foram submetidas a análise de ICP-MS no 

Laboratório de Espectrometria Atômica, localizado no Departamento de 

Química, da UFSC (equipamento da marca Perkin Elmer, modelo 

NexIon 300 D, Shelton, USA). O limite mínimo de detecção variou 

conforme as condições do equipamento. 

 

4.5.2.2 Determinação de nitrogênio amoniacal 

A análise do íon amônia foi realizada pelo método sugerido por 

Vogel (1981). É um método colorimétrico, que utiliza o reagente 

Nessler. Esse reagente foi preparado utilizando hidróxido de sódio para 

dissolver o iodeto de mercúrio e iodeto de potássio. A adição deste 

reagente na amostra contendo amônia forma NH2Hg2I2. Essa substância 

possui cor alaranjada, é um coloide que precipita ao longo do tempo. A 

absorbância desse composto foi lida em 525 nm. A faixa de 1 até 15 

mgN_NH4.L
-1

. 

 

4.5.2.3 Determinação de nitrito 

A determinação íon nitrito foi realizada de duas maneiras. Para a 

análise de rotina dos reatores (B e o do reator utilizado no ensaio de 

inibição em processo contínuo) foi realizado teste colorimétrico, 

utilizando o Kit NitriVer2, da marca Hach
 
, pelo método 8153, descrito 

pelo fabricante. Nesse método o nitrito é reduzido à oxido nitroso pelo 

sulfato ferroso em meio ácido. O composto formado possui coloração 

esverdeada. Após adição e dissolução do reagente, espera-se 10 

minutos, em seguida foi realizada a leitura da absorbância da amostra 

em espectrofotômetro (Hach, modelo DR 5000), em 585 nm. A faixa de 

abrangência do método é de 2 a 45 mg N_NO2-
.L

-1
. 

Para os ensaios cinéticos, devido ao grande número de amostras, 

optou-se por efetuas as análises em cromatógrafo iônico da marca 

Dionex, modelo ICS 5000. O sistema possui detector condutivimétrico 

com supressão eletrolítica. Para separação dos ânions utilizou-se coluna 

capilar IonPac AS18-Fast (0,4 x 150 mm) e pré-coluna IonPac AG18-

Fast (0,4 x 35 mm), ambas da marca Dionex, com volume de injeção de 

0,4 µL e vazão de eluente de 0,012 ml.min
-1

 

 

4.5.2.4 Determinação de nitrato 

O nitrato também foi determinado de duas maneiras, dependendo 

do ensaio. Para acompanhamento do efluente do reator de cultivo de 

biomassa (B) e do reator no ensaio de inibição em processo contínuo, 
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utilizou-se métodos colorimétricos. Para os ensaios cinéticos, foi 

utilizada cromatografia iônica.  

Para análise colorimétrica foi utilizado o método sugerido por 

Cataldo e colaboradores (1975). Este método é baseado na complexação 

do ácido salicílico pelo íon nitrato, em meio ácido. A leitura da 

absorbância foi realizada no espectrofotômetro (marca Hach, modelo 

DR 5000) no comprimento de onda de 410 nm. O limite máximo de 

leitura é de 70 mg N_NO3
-
.L

-1
.  

Nos ensaios cinéticos as amostras foram analisadas em um 

cromatógrafo da marca Dionex, modelo ICS 5000, com a mesma 

configuração descrita no item anterior (4.5.2.3).  

 

4.5.2.5 Determinação de sólidos suspensos totais e sólidos 

suspensos voláteis 

A determinação de sólidos suspensos totais foi descrita por 

Zdradek e colaboradores (2006). Brevemente, a membrana de acetato 

celulose foi seca em forno de micro-ondas, na potência de 180 watts, 

por 15 minutos, resfriada em dessecador e pesada. A amostra foi filtrada 

e submetida, juntamente com a membrana, ao mesmo processo de 

secagem descrito acima. A determinação da concentração de sólidos, 

seguiu-se o método gravimétrico descrito em Standard Methods for the 

Examination of Water and Wastewater, onde a biomassa é calcinada a 

550°C por 15 minutos (APHA, 2005).  

 

4.6 TRATAMENTO DOS DADOS 
 

4.6.1 Cálculo da viabilidade celular 
Para calcular a porcentagem de bactérias que foram coradas com 

o fluoróforo DAPI (as células viáveis), o seguinte cálculo foi realizado: 

 

   
     

  
                                                                      Equação 7 

 

Onde, 

YD= Porcentagem de células não marcadas pelo DAPI (%); 

Xc = Número de bactérias marcadas pelo DAPI no controle, sem 

prata; 

Xa = Número de bactérias marcadas pelo DAPI nas amostras 

expostas à NPAg e ao Ag
+
. 
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4.6.2 Velocidade de produção de nitrito 
Para calcular a velocidade de produção de nitrito foram plotados 

gráficos da variação da produção de nitrito em função do tempo. Foi 

determinada a tangente da reta gerada que possuía a maior inclinação, 

determinando a equação da reta que definiu a velocidade procurada. 

 

4.6.3 Velocidade de consumo de íon amônio 
Essas velocidades foram calculadas para os ensaios de tempo de 

exposição à NPAg. Para obtê-las foi feito raciocínio análogo ao 

explicado no item anterior. Foram plotados gráficos da variação da 

amônia versus o tempo. Em seguida, foram determinadas as tangentes 

de cada reta para a determinação da velocidade em questão. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

5.1 CULTURA PURA 
Nos itens a seguir serão apresentados e discutidos os resultados 

obtidos nos ensaios realizados em cultura pura Nitrosomonas europaea, 

realizados na Rice University.  

 

5.1.1 Análise de viabilidade celular  

A suscetibilidade da bactéria estudada, Nitrosomonas europaea, à 

exposição de diferentes concentrações de nanopartícula de prata (NPAg 

– 0; 0,075; 0,25; 0,5 e 0,75 mg Ag_NPAg.L
-1

) e ao íon de prata (0,075 

mg Ag
+
_AgNO3.L

-1
), na forma de nitrato de prata, foi verificada. Para 

esta análise foram coletadas amostras no sétimo dia de cultivo. A cultura 

bacteriana foi exposta ao fluoróforo DAPI. O cálculo foi realizado 

conforme item 4.6.1 e os resultados estão apresentados na Tabela 9. 

 
Tabela 9 Porcentagem de células não coradas pelo corante DAPI 

Concentração de Ag (NPAg ou 

Ag
+
) 

Redução de bactérias coradas pelo 

DAPI (%) 

0,075 mg Ag
+
_AgNO3.L

-1
 78±3,0% 

0,075 mg Ag_NPAg.L-1 65±19,0% 

0,25 mg Ag_NPAg.L-1 78±0,7% 

0,5 mg Ag_NPAg.L-1 71±1,4% 

0,75 mg Ag_NPAg.L-1 74±0,8% 

 

Esses resultados apontam que, após sete dias de cultivo, o 

porcentual de células que não foram coradas pelo fluoróforo DAPI, ou 

seja, que não possuíam mais DNA de dupla hélice, foi semelhante para 

todas concentrações. É interessante ressaltar que a presença de 0,075 mg 

Ag
+
_AgNO3.L

-1
 (íon de prata) gerou um resultado semelhante ao 

causado por 0,25 mgAg_NPAg.L
-1

, indicando que o primeiro composto 

possui efeito tóxico aproximadamente 3 vezes maior que a 

nanopartícula. Yang e colaboradores (2013a) calcularam a letalidade do 

íon de prata e chegaram um valor de aproximadamente 80% para a 

mesma bactéria, com 0,125 mg Ag
+
_AgNO3.L

-1
. Entretanto, esse corante 

cora não somente o DNA dentro de uma célula, também pode corar 

pedaços de DNA que ainda estejam em fita dupla, de células bacterianas 

que já foram rompidas.  
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 Alguns estudos vêm mostrando que o efeito tóxico das 

nanopartículas de prata está relacionado, entre outros fatores, a 

concentração de íons existentes no meio. Beer e colaboradores (2012) 

estudou diferentes razões entre os íons e as nanopartículas, verificando 

que quando a presença de Ag
+
 é elevada, a viabilidade celular é menor. 

Assim, aqui, apesar de não ter sido quantificada a liberação dos íons de 

prata nestes ensaios com NPAg, é possível inferir que o íon é capaz de 

reduzir a presença de DNA de fita dupla, já que inibiu de forma mais 

significativa que a NPAg. Outros apontam que um dos mecanismos de 

ação da nanopartícula de prata gera um rompimento ou desnaturação da 

membrana plasmática, fazendo com que o material intracelular seja 

exposto ao meio (YUAN et al., 2013), Portanto, o DNA de fita dupla 

pode ser corado, mesmo estando em uma bactéria que não possui mais 

atividade. Por conseguinte, outras análises foram realizadas para melhor 

compreender o mecanismo de ação das NPAg e Ag
+
 sobre bactérias 

nitritantes. 

 

5.1.2 Formação de nitrito 
O nitrito é produto da oxidação da amônia no processo de 

nitritação (Equação 1), realizado pela bactéria aqui estudada 

(Nitrosomonas europaea). Visando averiguar se a nanopartícula de prata 

e o íon de prata eram capazes de influenciar a produção de nitrito, um 

estudo cinético de 7 dias foi realizado, retirando pontos nos dias 0, 1, 3, 

5 e 7 para a determinação deste composto.  

 

55NH4
+
 +76O2 +109HCO3

-
 C5H7O2N + 54NO2

-
 +57H2O + 104H2CO3    

   Equação 1 

 

A Figura 9 apresenta a formação de nitrito ao longo do período de 

cultivo da bactéria estudada. Foi possível observar que a concentração 

de nanopartícula de prata utilizada não influenciou na conversão de 

amônia a nitrito em relação à sua concentração final, a concentração de 

nitrito produzido, ao final de 7 dias, foi similar, em torno de 270 mg 

N_NO2
-
.L

-1
, para todos os experimentos, exceto na presença de 0,075 

mg Ag
+
_AgNO3.L

-1
, onde não houve a formação do produto. 
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Figura 9 Produção de nitrito durante os 7 dias de cultivo da N. europaea. 

 
Entretanto, nota-se que as curvas de produção de nitrito possuem 

uma inclinação diferente, para diferentes concentrações de nanopartícula 

de prata. Em geral pode-se observar a progressão característica análogo 

ao crescimento microbiano, passando por lag, exponencial e fase 

estacionária. Porém, para a maior concentração de NPAg (0,75 

mgAg_NPAg.L
-1

), observa-se que ocorre um retardo na produção do 

nitrito. Há um prolongamento da fase lag em relação aos outros casos, 

havendo uma maior inibição da N. europaea frente a essa concentração. 

NPAgCNPAgom as curvas indicadas na Figura 9, identificando os 

trechos de maior inclinação, NPAgas velocidades e as inibições geradas 

e estão indicadas na Tabela 10.  

 
Tabela 10 Velocidade de produção de nitrito pela Nitrosomonas europaea e a 

respectiva inibição. 

Concentração de 

Ag_NPAg.L
-1

 

Velocidade de 

produção de nitrito (mg 

N_NO2
-
.L

-1
.d

-1
) 

Inibição (%) 

0 80,95 0,00 

0,075 78,36 3,20 

0,25 69,07 14,68 

0,50 53,53 33,87 

0,75 46,43 42,64 

0,075 Ag
+
_AgNO3.L

-1
 0,00 100,00 

 

Claramente, à medida que aumenta a concentração de 

nanopartícula de prata, menor a velocidade de produção de nitrito e 
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maior a inibição. A velocidade de produção de nitrito caiu 3,20%, 

14,68%, 33,87% e 42,64%, para 0,075, 0,25 0,50 e 0,75 mg 

Ag_NPAg.L
-1

, respectivamente. Sendo que as bactérias expostas ao íon 

de prata não apresentaram atividade. Isso corrobora com alguns estudos 

que indicam que o íon de prata é o verdadeiro inibidor microbiano (XIU 

et al., 2012). Entretanto, este íon é capaz de se ligar a compostos 

presentes em plantas de tratamento de efluentes e também pode formar 

aglomerados, devido a força iônica do meio, reduzindo seu efeito tóxico, 

devido a menor liberação dos íons. Por outro lado, as nanopartículas de 

prata podem ser mais eficazes na sua atividade antimicrobiana, pois 

libera o íon muito próximo da célula, fazendo com que a sua atividade 

seja maior em alguns casos (YANG et al., 2014; COLMAN et al., 

2013). 

Construindo-se o gráfico de correlação: inibição versus 

concentração de nanopartícula observa-se uma forte relação linear (R
2
 = 

0,98) entre esses dois fatores (Figura 10), sendo o efeito inibitório 

exclusivamente ligado à dose, neste caso. Os autores que trataram os 

resultados de forma semelhante também encontraram uma relação linear 

entre a dose e a inibição, corroborando com os resultados aqui 

encontrados (RADNIECKI et al., 2011). 

 
Figura 10 Correlação entre o grau de inibição da atividade da cultura pura de 

Nitrosomonas europaea e a concentração de NPAg. 

 
 

Através da equação indicada na Figura 10, foi encontrado um 

KI50 de 0,85 mg Ag_NPAg.L
-1

, semelhante ao encontrado por Yuan e 

colaboradores (2013) (0,91 mg Ag_NPAg.L
-1

). Os autores testaram 3 
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diferentes NPAg e também detectaram a inibição da nitrificação pela 

produção de nitrito, constataram redução de aproximadamente 90% na 

oxidação da amônia para uma concentração de aproximadamente 1 

mgAg_NPAg.L
-1 

(diâmetro aproximado de 6 nm). Neste estudo não foi 

avaliada esta concentração, entretanto, para 0,75 mgAg_NPAg.L
-1

 a 

inibição foi de 42,64%. Como a inibição em cultura pura segue ajuste 

linear para as concentrações testadas aqui (Figura 10), para a 

concentração avaliada por Yuan e colaboradores (2013) não 

atingiríamos tal inibição. Isso pode ser atribuído ao tamanho da partícula 

(utilizamos NPAg com aproximadamente 35 nm) que é conhecidamente 

um dos fatores que fazem com que a NPAg tenha maior ou menor 

capacidade de inibir a atividade bacteriana (CHOI e HU, 2008).  

Estes dois gráficos (Figura 9 e Figura 10) indicam que os íons de 

prata, mesmo em baixas concentrações são mais tóxicos que a 

nanopartícula por si só, sendo que em nenhum momento houve a 

formação de nitrito. Foi possível observar também que, nessas 

condições, há uma inibição transitória e há uma adaptação da cultura à 

presença do composto tóxico, recuperando a sua atividade, sendo que no 

quinto dia praticamente não havia mais inibição em relação à produção 

de nitrito (Figura 9). Radniecki e colaboradores (2011), também 

verificaram a inibição da mesma cultura em 3 horas de exposição, 

porém, após um procedimento de lavagem, buscando remover toda 

NPAg presente, não foi observado retorno da atividade nitritante. 

Recuperação do sistema nitrificante após a exposição aos 

compostos tóxicos foi citada na literatura em culturas mistas, em testes 

em reatores em escala de bancada. A presença de fluoretos e Cobre (II) 

em sistemas de tratamento de efluentes indicou um aumento da fase lag 

nas bactérias oxidadoras de amônia, porém, após aproximadamente 3 

dias para fluoretos e 5 dias para o cobre (II), houve recuperação das 

mesmas. Em ambos os casos os autores atribuem a recuperação a 

mudanças fisiológicas da comunidade microbiana, ou até mesmo 

mudança na estrutura da comunidade, ocorrendo um aumento de uma 

espécie mais resistente ao tóxico em questão (OCHOA-HERRERA et 

al., 2009, OCHOA-HERRERA et al., 2011). 

Liang e colaboradores (2010), utilizando nanopartículas de prata, 

em cultura mista, observaram que após aproximadamente 10 dias o 

sistema recuperou a capacidade de oxidar amônia, porém, demorou 25 

dias para recuperar parcialmente a atividade respirométrica. Hajipour e 

colaboradores (2012), citam a existência de bactérias que, como 

mecanismo de defesa, formam polímeros extracelulares que se ligam às 

nanopartículas, reduzindo seu impacto. Outras culturas internalizam a 
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NP ou ainda mudam a expressão de genes, sendo capazes que reparar o 

DNA danificado.  

Fazendo um simples balanço de massa é verificado que uma 

grande quantidade de nitrogênio não é transformada em nitrito. Sabe-se 

que o meio contém 50mM de NH4
+
 (900 mgNH4

+
.L

-1
 ou ~ 700 mgN.L

-1
) 

e que no final da cinética havia aproximadamente 890 mgNO2
-
.L

-1
 (~271 

mgN.L
-1

). A fase lag prolongada com o aumento da concentração de 

prata pode ser atribuída a queda da atividade enzimática ou ao menor 

crescimento microbiano em altas doses de prata (ROLFE et al., 2012). 

Entretanto, após 5 a 7 dias de exposição, a concentração de nitrito 

atingiu um platô similar em todos os casos. Aproximadamente 39% de 

amônia adicionada ao ensaio (~271mg N.L
-1

) foi transformada em 

nitrito. Sabe-se que a oxidação da amônia pode ser reduzida devido a 

concentrações elevadas de nitrito devido a sua interação com amônia 

monooxigenase, reduzindo a sua atividade (STEIN e ARP, 1998). 

Até o momento não foi encontrado na literatura estudo com o 

cálculo dessas velocidades de produção de nitrito, durante os vários dias 

de exposição para cultura pura, não sendo possível comparar os 

resultados. Mas é possível afirmar que diferentes concentrações de prata 

influenciam a atividade dessas bactérias, sendo provável que a 

exposição contínua leve a inibição de sistema nitritante. 

 

5.1.3 Liberação de prata 
Juntamente com os ensaios cinéticos onde houve a coleta de 

dados para a análise de nitrito, foram coletadas amostras para a detectar 

a liberação de íons de prata no meio, não aderida em bactérias.  

A inibição da atividade microbiana pela presença de prata pode 

ser atribuída tanto aos íons deste metal como à nanopartícula de prata. É 

sabido que os íons de prata são altamente tóxicos (XIU et al., 2011), 

deste modo esta análise buscou verificar a relação entre a presença 

desses íons e a inibição da atividade bacteriana. A Tabela 11 mostra os 

resultados obtidos após os 7 dias de cultivo.  

 
Tabela 11 Concentração de íons de prata liberados de nanopartículas de prata. 

Concentração de 

NPAg (mg.L
-1

) 

Concentração de 

Ag
+ 

(mg.L
-1

) 

Porcentagem de Ag
+
 

liberada (%) 

0,075 Não detectado Não detectado 

0,25 4,64±0,075x10
-3 

 1,86% 

0,50 4,73±0,095x10
-3 

 0,95% 

0,75 5,87±1,11 x10
-3 

 0,78% 
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Observou-se que a concentração de Ag
+
 liberado, para 

concentrações superiores a 0,25 mgAg_NPAg.L
-1

, foi em torno de 5x10
-

3
 mg.L

-1
, não havendo grandes variações. Para verificar se esse valor era 

o máximo que poderia ser liberado das nanopartículas, ou seja, se 5 

µg.L
-1

 era a concentração de saturação de íons de prata para esta 

solução, foi realizado um teste com a concentração máxima e mínima de 

NPAg, somente com o meio e com a prata, sem a presença de bactérias. 

Observou-se que para a concentração de 0,075 mgAg_NPAg.L
-1

 foram 

liberados 12,23 x10
-3

 mgAg
+

.L
-1

 (16,3%) e para 0,75 Ag_NPAg.L
-1

, 

76,15x10
-3

 mgAg
+

.L
-1

 (10,2%), indicando que não há saturação nestas 

condições. É interessante citar que não foi detectado a liberação do íon 

em água ultrapura, portanto a liberação está atrelada, entre outros 

fatores, à composição do meio. 

Assim, os dados indicam que a prata estava ligada 

eletrostaticamente à superfície da bactéria, podendo causar danos a 

bactéria, reduzindo sua atividade (MATSUMURA et al., 2003). 

Morones e colaboradores (2005) testaram diversos tamanhos de NPAg 

na presença de bactérias gram-negativas e através de análises de 

microscopia eletrônica, NPAg aderidas na membrana das bactérias. 

Além disso, a superfície da bactéria possui carga negativa e também 

pode atrair os íons de prata (positivos) para sua superfície (XIU et al., 

2011). Assim, a concentração de íons na presença de N. europaea será 

reduzida, pois estes, assim como a NPAg, poderão estar aderidos na 

superfície da mesma. O íon possui afinidade aos grupos tiol presentes na 

membrana celular, o que pode resultar numa redução da concentração de 

Ag
+
 no meio (RADNIECKI et al., 2011). Uma digestão em meio ácido 

pode liberar os íons das bactérias, podendo assim, detectar uma 

concentração maior do íon.  

Radniecki e colaboradores (2011) observaram o efeito tóxico dos 

íons de prata liberados de NPAg sobre a mesma bactéria pesquisada 

aqui. Os autores verificaram que quanto maior o tamanho da 

nanopartícula, menor a concentração de prata liberada (30% para NPAg 

de 20 nm e 5% para NPAg de 80nm).   

A Figura 11 apresenta a variação da concentração desse íon ao 

longo do tempo, para as diferentes concentrações de nanopartículas 

testadas. A quantidade de íons liberados do ensaio contendo 0,075 

mgAg_NPAg.L
-1

 ficaram abaixo do limite de detecção do equipamento. 

Observa-se que o dia 3 apresenta, em geral, concentração de íon de prata 

superior ao encontrado no sétimo dia. Esse fato pode ter ocorrido, pois, 

à medida que o íon é liberado na prata, ele pode ir se ligando tanto a 

bactéria quanto aos sais presentes no meio. Se Ag
+
 se ligar aos sais, tais 
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como sulfatos, cloretos e fosfatos presentes no meio, a sua 

biodisponibilidade será menor. (Wang et al., 2003). Entretanto, em 

nenhum momento a concentração de íons de prata chega ser superior 

que a concentração mínima inibitória descrita na literatura, 25x10
-3 

mg 

Ag
+
_AgNO3.L

-1
, sendo assim podemos atribuir a inibição aqui 

encontrada à nanopartícula de prata que tem sua concentração mínima 

inibitória de 0,5 mgAg_NPAg.L
-1

 (YANG et al., 2013a). 

 
Figura 11 Variação da concentração do íon de prata liberado para o meio, ao 

longo do tempo, para diferentes concentrações de NPAg, em cultivos contendo 

N. europaea. As barras indicam o desvio padrão.  

 
 

Ao confrontar os dados de liberação de íons com a produção de 

nitrito, observa-se que a maior diferença entre os pontos, relativa à 

produção de nitrito, está no terceiro dia (Figura 9). Neste dia, a 

concentração de Ag
+
 foi maior que os demais, com exceção do ponto 0,5 

mgAg_NPAg.L
-1

 que possui uma grande variação associada a ele. 

Assim, pode-se supor que neste momento, pode ter havido maior 

inibição da cultura, já que muitos estudos apontam o íon como o 

verdadeiro agente tóxico. Entretanto, a concentração aqui testada não foi 

suficiente para inibir definitivamente a Nitrosomonas europaea. Além 

disso, pode-se inferir também que a partir deste dia (dia 3) houve maior 

absorção do íon pela bactéria, pois a concentração foi menor nos demais 

dias.  
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5.1.4 Efeito da Nanopartícula de Prata e do Íon de prata 

na expressão gênica 

O efeito da exposição da bactéria N. europaea a diferentes 

concentrações de nanopartícula de prata (0,075 e 0,75 mgAg_NPAg.L
-1

) 

e ao íon de prata (0,075 mgAg
+
_AgNO3.L

-1
) está apresentado na Figura 

12. Essas concentrações foram escolhidas, pois representam a mínima e 

a máxima inibição estudada para NPAg, a concentração do íon foi 

escolhida para efeitos comparativos. Para interpretar essa figura deve-se 

considerar que onde as “barras” estão entre o “+1” e o “-1” a expressão 

daquele gene não sofreu modificações significativas quando a bactéria 

foi exposta a condição experimentada (LIVAK e SCHMITTEN, 2001). 

Quando as “barras” estão fora desses limites, acima ou abaixo de ±1, 

diz-se que a expressão daquele gene foi reprimida (negativa) ou então 

estimulada (positiva), reduzindo ou aumentando, respectivamente, a 

velocidade da reação em que as enzimas codificadas por esses genes 

catalisam.  

 
Figura 12 Expressão dos genes funcionais da Nitrosomonas europaea após a 

exposição ao íon de prata e duas concentrações de NPAg. 

 
 

Deste modo, interpretando a Figura 12 e comparando-a com a 

Figura 4 (página 43), pode-se observar o comportamento bacteriano pela 

expressão dos genes.  Supõe-se que a formação de hidroxilamina, um 

intermediário da reação de nitritação é mais influenciada pela presença 

de concentrações mais elevadas de NPAg, pois, as subunidades do gene 
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amo foram mais reprimidos que o hao2. Isso sugere que a oxidação da 

amônia até hidroxilamina será mais lenta do que a oxidação do 

hidroxilamina ao nitrito ou óxido nítrico (NO). Isso ocorreria 

principalmente para a concentração de 0,75 mgAg_NPAg.L
-1

, onde a 

expressão desses genes foi mais reprimida que quando expostos à 0,075 

mg.L
-1

 de NPAg e AgNO3. Esta condição pode ocasionar uma produção 

de NH2OH lenta (0,75 mgAg_NPAg.L
-1

), acumulando amônia. 

Corroborando com a produção de nitrito, quando a bactéria foi exposta a 

0,75 mgAg_NPAg.L
-1

 e a fase lag foi maior que nas demais situações 

(Figura 9, página 79). Lembrando que para este ensaio as bactérias 

foram expostas por 24 horas, logo não é possível perceber a possível 

modificação da expressão dos genes após 5 dias de exposição, por 

exemplo. A expressão desse gene (amoABC) pode justificar 

parcialmente a não formação de nitrito na presença dos íons de prata, 

entretanto a inibição na expressão deste gene foi menor do que na 

exposição à 0,75 mg Ag_NPAg.L
-1

. Portanto outro mecanismo inibitório 

pode estar ocorrendo não indicado pelos genes aqui estudados. Estudos 

reportaram que Ag
+
 podem se ligar a compostos contento enxofre e 

fósforo (DNA e proteínas, por exemplo) fazendo com que que a bactéria 

seja incapaz de se reproduzir de forma apropriada, por exemplo (FENG 

et al., 2000; WIJNHOVEN et al., 2009; RADNIECKI et al., 2011). A 

repressão dos genes amônia monooxigenase também foram observados 

durante a exposição a outros metais pesados como o níquel, indicando a 

alta suscetibilidade desse grupo de bactérias (BOA) aos compostos 

tóxicos (Yeung et al., 2013).  

Yuan e colaboradores (2013) verificaram a repressão desses 

genes quando a mesma bactéria foi exposta a concentrações elevadas de 

NPAg (1000 mg.L
-1

). Yang e colaboradores (2013a) também 

encontraram que a oxidação da amônia é mais afetada pela presença de 

prata do que a formação de nitrito pela redução da hidroxilamina. No 

entanto, as concentrações pesquisadas por esses autores (YANG et al., 
2013a) foram subletais (2,5 µg.L

-1
) e a oxidação da amônia foi 

estimulada, ao invés de reprimida, indicando um comportamento de 

defesa perante a presença de um agente tóxico, aumentando a 

respiração, produzindo mais energia para reparar algum dano que possa 

ter ocorrido.  
O gene sodB codifica a enzima superóxido dismutase que é 

induzida na presença de radical superóxido e espécies reativas de 

oxigênio intracelulares (ALQUÉRES et al., 2010). Este foi reprimido 

para 0,075 mgAg
+
_AgNO3..L

-1
 e 0,75 mgAg_NPAg.L

-1
 . 
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A expressão do gene nirK está ligada à formação de óxido nítrico 

(NO), que é um precursor para a formação de N2O, um conhecido gás de 

efeito estufa. Sua expressão foi determinada para identificar se havia 

possibilidade de formação desse gás (óxido nitroso) na presença de íon e 

nanopartícula de prata, uma vez que esse gás pode ser emitido durante a 

nitrificação em situações de estresse (KOOL et al., 2011; HOOPER e 

TERRY, 1979). Como a sua expressão foi reprimida nos casos com 

0,075 mgAg.L
-1

 e 0,75 mgAg_NPAg.L
-1

, não é possível afirmar que há 

possibilidade de formação de gases de efeito estufa na presença desse 

tóxico nessas condições. Todavia, o gene hao2 não foi susceptível a 

presença de 0,075 mgAg_NPAg.L
-1

, indicando que a formação de NO 

por esta rota metabólica ainda é possível, sendo necessário futuras 

investigações. De acordo com o balanço de massa calculado 

anteriormente, nem todo nitrogênio adicionado foi recuperado na forma 

de nitrito. Deste modo, existe a possibilidade que parte desse N tenha 

sido direcionado para a formação de óxido nítrico e nitroso. Pois, a 

formação de hidroxilamina não foi completamente inibida e pode haver 

formação de NO, através da ação da enzima hidroxilamina 

oxidoredutase e, em seguida formação da N2O, pela ação de óxido 

nítrico redutase (Figura 4). 

Aqui, todos os genes pesquisados tiveram suas expressões 

reprimidas, mas isso não significa que a função que eles exercem não 

esteja ocorrendo. Significa apenas que ocorre de forma mais lenta. Esta 

análise se mostra como um indicativo do que está acontecendo no 

metabolismo na bactéria. Entretanto para vincular a esta análise ao que 

ocorre em sistemas naturais de nitrificação ou mesmo em plantas de 

tratamento de efluentes, é necessário averiguar esses dados com dados 

cinéticos.  

 

5.2 CULTURA MISTA 

A seguir serão discutidos os resultados obtidos nos ensaios com 

cultura mista, realizados no Laboratório de Tratamento Biológico de 

Resíduos, localizado no Departamento de Engenharia Química e 

Engenharia de Alimentos, na UFSC. 

 

5.2.1 Estabelecimento de um reator enriquecido em 

biomassa nitritante 

O reator foi operado com objetivo de enriquecer e produzir 

biomassa nitritante para os demais ensaios. O mesmo foi operado 

durante 617 dias, onde a estratégia de alimentação se mostrou eficiente 
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para que as bactérias oxidadoras de amônia (BOA) crescessem com 

maior velocidade que as bactérias oxidadoras de nitrito (BON) e, 

consequentemente, a formação de nitrito foi maior que a de nitrato.  

A Figura 13 indica os dados obtidos durante todo o monitoramento. As 

fases I, II e III indicam momentos em que houveram as maiores 

modificações durante a operação desse reator. Na Fase I (dia 1 ao dia 60 

de operação) houve duas modificações. No dia 50, o reator “A” foi 

substituído pelo reator “B”, havendo durante 10 dias uma progressão 

gradativa do volume, de 1,5 L para 8 L. Após isso, no dia 60, iniciou-se 

a introdução da alimentação adaptada para os ensaios aqui realizados, 

onde até o dia 59 utilizava-se o meio Campos sem modificações 

(CAMPOS et al., 1999). Após esse período, o meio foi substituído pelo 

descrito na Tabela 4 (página 64) e Tabela 5 (página 65), visando reduzir 

a concentração de íons que poderiam se ligar aos íons de prata.  

 
Figura 13 Concentração das formas nitrogenadas ao longo da operação do reator 

para enriquecimento em BOA. Fase I – mudança de meio; fase II – operação do 

reator com aproximadamente 700 mg N_NH4
+
.L

-1 
e fase III – redução de carga 

do reator (100 mg N_ NH4
+
.L-1). Onde N_NH4

+
S – concentração de íon amônio 

na saída do reator; N_NH4
+
E - concentração de íon amônio na entrada do reator; 

N_NO2
-
S - concentração de nitrito na saída do reator; N_NO3

-
S - concentração 

de nitrato na saída do reator.  

 
 

O regime de operação do reator estabelecido (3 ciclos de 8 horas, 

com aeração intermitente em períodos com 15 minutos aerados e 45 

minutos sem aeração, onde a alimentação foi adicionada durante todos 

os períodos aerados) foi suficiente para que houvesse limitação de 

oxigênio, que favorece as BOA. A alimentação feita desta maneira, não 
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permitiu grandes variações do pH durante o ciclo. Durante toda a 

operação a concentração de íon amônio no efluente do reator ficou 

relativamente alta (~ 230 mg N_NH4
+
.L

-1
), isso contribui para a inibição 

das BON. Esta condição, juntamente com o pH maior que 7,5, colabora 

para a formação de amônia livre que inibe a atividade dessas bactérias.  

A concentração de oxigênio dissolvido durante os períodos 

aerados esteve em torno de 3 mg O2.L
-1 

e, ao desligar a aeração, ficava 

próximo de zero, limitando a disponibilidade de oxigênio, o que 

favorece as BOA. 

A amônia sempre está de forma residual no final de cada ciclo, 

devido a sua adição durante o último período aerado, não havendo uma 

oxidação total da mesma. Em média, durante toda a operação do reator, 

houve oxidação de mais de 55% de amônia até nitrito.  

No início da fase II, a concentração de amônia da alimentação foi 

aumentada de 800 para 1200 mg N_NH4
+
.L

-1
, porém, o reator se 

mostrou instável e a concentração foi reduzida novamente. Quanto a 

adaptação da biomassa nitritante, ela se mostrou rápida. Na fase I foi 

possível ver o aumento da concentração de nitrito até a sua 

estabilização. Já, o nitrato foi formado em quantidades muito menores, 

mostrando que a estratégia de alimentação adotada foi eficiente. No 

início da fase II observou-se uma variação considerável na produção de 

nitrito e no consumo de amônia, devido, provavelmente a mudança de 

meio. Diferentemente dos reatores operados com o meio tradicional 

proposto por Campos e colaboradores (1999) a biomassa não apresentou 

a mesma rapidez de adaptação. Bressan (2012) apresentou resultados 

satisfatórios, com a mesma forma de aeração em 60 dias, porém com 

outro meio nutritivo.  

Outra característica desse reator, diferente dos demais nitritantes 

operados no laboratório, é que a biomassa nunca apresentou a coloração 

alaranjada normalmente obtida pelo enriquecimento das BOA (culturas 

puras de Nitrosomonas europaea apresentam essa coloração), indicando 

que o meio utilizado influenciou na seleção das mesmas.   

Demais variações ocorridas durante a fase II e III de operação 

foram devido a retirada de biomassa para os ensaios que serão 

discutidos a seguir.  

Logo antes do início da fase III de operação (dia 508) houve uma 

grande retirada de biomassa do reator, reduzindo de forma expressiva a 

concentração da mesma. Para que o reator recuperasse a sua biomassa, 

sem sofrer inibição pelo excesso de amônia, foi reduzida a concentração 

de amônia na alimentação para aproximadamente 100 mg N_NH4
+
.L

-1
.  
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Durante a maior parte da operação do reator pode-se dizer que foi 

possível obter uma biomassa estável e enriquecida em bactérias 

oxidadoras de amônia, devido ao longo período de operação do reator 

em condições para enriquecimento das mesmas. Deste modo, obteve-se 

uma cultura nitritante necessária para os ensaios realizados. Somente na 

fase III, onde foi retirada quase 80% do volume do reator para um 

experimento é que não foi possível adaptar novamente o reator.  

 

5.2.2 Caracterização da nanopartícula de prata  

Para os ensaios de cultura mista a nanopartícula de prata foi 

adquirida do mesmo fornecedor das nanopartículas utilizadas nos 

ensaios de cultura pura. Porém, como foi um lote diferente, a 

caracterização da mesma se fez necessária.  

A compreensão sobre as características físico-químicas das 

nanopartículas (NP) é fundamental para um estudo toxicológico, uma 

vez que isso pode afetar a maneira com que elas agem sobre um 

determinado grupo de microrganismos.  

 

5.2.2.1 Determinação do potencial zeta 

É u uma grandeza que pode ser usada para compreender o 

impacto ambiental e na saúde humana que as nanopartículas podem 

causar (MONTEIRO-RIVIERE e TRAN, 2007; e ZHANG et al., 2008), 

uma vez que ele indica se o composto em estudo tem estabilidade 

eletrostática suficiente para manter a sua estabilidade. Sua medição é 

necessária para este tipo de nanopartícula para podermos compreender 

alguns mecanismos de ação dessas NPAg sobre bactérias.  

O potencial zeta uma propriedade física que mede a estabilidade 

do sistema coloidal. Sabe-se também que para uma partícula não formar 

aglomerados, ou seja, para que ela seja estável, o valor do potencial 

deve ser maior que +30 mV ou menor que -30 mV (ALVAREZ-

PUEBLA et al., 2005). Quanto mais próximo de zero, menor sua 

estabilidade.  

O pH é um fator importante, que influencia essa medida, pois a 

presença de íons OH
-
 ou H

+
 influenciará no potencial da mesma. Se o 

potencial for negativo, por exemplo, a adicionarmos ácido, este 

potencial irá mudar até que fique positivo, caso a concentração de H
+
 

seja elevada (MENON e GUPTA, 1999; GUINGAB et al., 2007).  

No presente trabalho o valor medido foi de -26,1±0,65mV, valor 

semelhante ao encontrado por Arnout e colaboradores, 2012 (−23,0 ± 

1.1 mV). Porém, ele foi medido disperso em água ultrapura. Mesmo 
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assim, sempre antes de qualquer ensaio utilizando essa NPAg, a solução 

era mantida em banho de ultrassom por 20 minutos. No caso da 

nanopartícula utilizada para a cultura pura, o potencial zeta ficou em -

34,10±0,57 mV. 

O pH do meio nutritivo utilizado foi mantido acima de 7,5. 

Quanto maior a concentração de OH
-
 no meio, mais negativo ele será, o 

que poderá contribuir para a dissipação das nanopartículas aqui testadas 

no meio líquido.  

 

5.2.2.2 Microscopia eletrônica de transmissão 

A microscopia eletrônica de transmissão (MET) foi utilizada com 

o objetivo de verificar a morfologia e o tamanho das nanopartículas de 

prata utilizadas. 

A Figura 14 mostra as imagens obtidas em duas escalas. Ela 

mostra que as nanopartículas possuem em geral, um formato esférico. 

Elas não estão dispersas como é comum verificar em imagens de 

nanopartículas produzidas em escala laboratorial, utilizando citrato, por 

exemplo. Um dos motivos pode ser o potencial zeta, que já indica uma 

certa tendência a formação de aglomerados Lu e colaboradores (2010) 

indicaram que nanopartículas de prata, quando secas, podem ser 

oxidadas pelo ar, podendo formar óxidos de prata.  

 
Figura 14 Imagens da nanopartícula de prata obtidas através do MET. (a) 

Microfotografia com escala de 100 nm; (b) microfotografia com escala de 50 

nm. 

  
 

Com estas e outras imagens (não mostradas aqui) fornecidas pelo 

MET foi possível montar um histograma com a distribuição de tamanho 

das NPAg (Figura 15), indicando que 34 % das nanopartículas possuem 

diâmetro de aproximadamente 33 nm, 25 % possuem diâmetro de 

aproximadamente 40 nm. Em média, os valores ficaram em 44,61 nm.  

 

(a) (b) 
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Figura 15 Distribuição de tamanho das nanopartículas.  

 
Os valores aqui encontrados ficaram acima do especificado pelo 

fabricante, que diz em seu laudo que as partículas teriam um tamanho 

uniforme de 25 nm.  

 

5.2.3 Inibição em processo em batelada sobre a 

comunidade nitritante enriquecida 
Para estes testes utilizou-se a biomassa enriquecida em bactérias 

oxidadoras de amônia, cultivada no reator “B”, em agitação orbital 

(shaker), com diferentes concentrações de nanopartículas de prata e, 

separadamente, íons de prata. Ambos os testes serão discutidos a seguir.  

Antes da realização destes ensaios, foi feito um teste abiótico, 

com as mesmas concentrações de NPAg e Ag
+
, visando verificar se a 

prata causaria alguma interferência no pH ou no oxigênio dissolvido ao 

longo dos experimentos. Os dados obtidos mostraram que essas 

grandezas não são influenciadas pela prata e não sofreram modificações 

significativas ao longo do tempo (Vide Anexo 9.1, página145). 

 

5.2.3.1 Inibição em processo em batelada de nanopartícula de prata 

sobre as bactérias oxidadoras de amônia 

Para este ensaio, as diferentes concentrações de nanopartículas de 

prata testadas apresentaram diferentes níveis de inibição. A Figura 16 
mostra o consumo de amônia ao longo das 14 horas de reação. É nítida a 

redução deste consumo a medida que a concentração de nanopartículas 

de prata aumenta.  
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Figura 16 Consumo de amônio pelas BOA em função do tempo, em diferentes 

concentrações de NPAg.  

 
Este resultado apenas demostra a tendência de inibição da 

atividade das BOA. Não foi utilizado para o cálculo de porcentagem de 

inibição, pois este resultado pode ser influenciado pelo arraste de 

amônia em pH acima de 8. Em alguns casos, como com concentrações 

mais elevadas de NPAg (25 e 30 mg Ag_NPAg.L
-1

), onde praticamente 

não houve consumo, o pH se manteve elevado (entre 8,2 e 8,3), podendo 

comprovar o pequeno consumo mostrado. Esse gráfico indica também, 

que para o controle, em 10 horas, praticamente toda a amônia já havia 

sido consumida. Entretanto, o mesmo não foi observado para as 

concentrações entre 10 e 20 mg Ag_NPAg.L
-1

, que em 14 horas ainda 

não haviam consumido tudo. Para as concentrações de 25 e 30 mg 

Ag_NPAg.L
-1

 houve um comportamento muito semelhante, indicando 

que acima de 25 mg Ag_NPAg.L
-1 

já não há mais atividade nitritante.  

A Figura 17 mostra a produção de nitrito durante as 14 horas de 

ensaio. Pode-se observar que, a maior parte do consumo de íon amônio 

foi direcionado para a produção de nitrito. Havendo uma diferença 

considerável na velocidade de produção de nitrito em cada exposição. 
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Figura 17 Produção de nitrito durante a exposição da cultura nitritante à NPAg. 

 
 

Para calcular as velocidades específicas de consumo de nitrito 

foi considerada a concentração de sólidos suspensos voláteis dentro de 

cada frasco, que ficou em 0,54, 0,62, 0,54, 0,6, 0,48, 0,52 e 0,62 g 

SSV.L
-1

, respectivamente, para os ensaios com 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 

mg Ag_NPAg.L
-1

. As velocidades específicas encontradas estão na 

Tabela 12.  

 
Tabela 12 Velocidades específicas de produção de nitrito nos ensaios de 

inibição em batelada das BOA com NPAg.  

Concentração de 

Ag_NPAg.L
-1

 

Velocidade específica de produção 

de nitrito (mg N_NO2
-
.(gSSV.h)

-1
) 

Inibição 

(%) 

0 45,99 0,00 

5 30,83 32,97 

10 24,40 46,94 

15 16,68 63,74 

20 13,90 69,77 

25 3,89 91,54 

30 4,26 90,73 

 
Foi observado um aumento expressivo na inibição da atividade 

das bactérias oxidadoras de amônia a medida que a concentração das 

NPAg também sofre acréscimo. Para a determinação da concentração 

necessária para inibir 50% da atividade bacteriana (KI50) e relacionar 
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cada concentração com um índice de inibição, foi plotado um gráfico 

inibição versus concentração de prata, que foi ajustado com um 

polinômio de segundo grau (Figura 18). 

 
Figura 18 Correlação entre o grau de inibição da atividade das bactérias e a 

concentração de NPAg. 

 
Pela equação indicada pela Figura 18, foi encontrado um KI50 

de 10,75 mg Ag_NPAg.L
-1

. Choi e Hu (2008) encontraram inibição de 

50% do crescimento de bactérias nitrificantes para a concentração de 

0,14 mg NPAg.L
-1

. Um valor expressivamente menor do que o 

encontrado aqui. Porém, esses autores utilizaram um método muito mais 

sensível que mede pequenas variações na respiração celular. 

Entretanto, sabe-se que culturas mistas são muito mais 

complexas e, devido a isso, apresentam uma maior resistência a 

presença de compostos antimicrobianos. Portanto esse valor é 

considerado elevado e, provavelmente, não seria encontrado em plantas 

de tratamento de efluentes. Gue colaboradores. (2014) encontraram 

inibição de apenas 24,9% na oxidação da amônia quando a cultura 

presente em lodos ativados foi exposta a 50 mg NPAg.L
-1

, valor abaixo 

do encontrado neste estudo. Um dos motivos para isso, é a cultura 

utilizada nesta pesquisa, enriquecida em BOA, que são conhecidamente 

mais sensíveis a presença de compostos tóxicos. Os autores atribuíram e 

redução da atividade à ruptura da membrana celular, causada pelas 

nanopartículas de prata, com tamanhos superiores a 10 nm, devido 

penetração física ou reações químicas na superfície da bactéria. Eles não 

encontraram a formação de espécies reativas de oxigênio.  
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Porém, outros estudos demonstram que a presença de NPAg 

pode estimular a formação dessas espécies (CHAIRUANGKITTI et al., 

2013) e causar danos a mitocôndria e, também, a membrana. Entretanto 

esses testes foram realizados em células cancerígenas pulmonares. Em 

testes com culturas de Nitrosomonas europaea não foram encontradas a 

formação das espécies reativas de oxigênio (YANG et al., 2013a). Já, 

Choi e Hu, 2008, em uma cultura enriquecida de BOA encontraram 

espécies reativas de oxigênio e a sua concentração apresentou correlação 

com o índice de inibição. Porém, é diferente para diferentes formas de 

prata, mostrando que outros mecanismos podem agir sobre este tipo de 

bactéria. Choie colaboradores, 2008, observaram inibição maior que 

80% para uma cultura nitrificante com apenas 1 mg.L
-1

 de NPAg. Neste 

estudo, com 5 mg Ag_NPAg.L
-1

 o índice de inibição foi de 

aproximadamente 30%. As nanopartículas utilizadas pelo autor tinham 

14 nm de diâmetro e sabe-se que quanto menor o diâmetro, maior a área 

superficial, maior o efeito inibitório.  

Um dos fatores que pode levar à inibição por prata, é a presença 

de íons de prata (Ag
+
) dissolvidos no meio, que podem ser mais 

impactantes na atividade celular (XIU et al., 2011). Entretanto, em 

meios nutritivos complexos (normalmente utilizados para o crescimento 

de bactérias nitritantes ou até em sistemas de tratamento de esgotos) há 

a presença de outros ânions que podem complexar com a prata, como 

cloretos, sulfetos, tiossulfatos, entre outros (CHOI et al., 2008), 

minimizando seu efeito. No caso deste estudo, a presença desses ânions 

foi reduzida, evitando assim, que os Ag
+
, dissolvidos das NPAg, fossem 

complexados.  

A Tabela 13 mostra a concentração de íons encontrados no 

sobrenadante de cada ensaio. Verificou-se que, até o ensaio com 20 mg 

Ag_NPAg.L
-1

 não foi detectada a presença dos íons (ou foi menor que o 

limite de detecção do equipamento). Acima disso, foi observada a 

presença dos mesmos. Porém, as concentrações aqui reportadas, com 

exceção do ensaio com 30 mg Ag_NPAg.L
-1

, estão abaixo daquelas que 

estão apresentadas na literatura como mínimas inibitórias (0,025 mg 

Ag
+
_AgNO3.L

-1
, YANG et al., 2013). Mesmo quando a concentração de 

íons ficou acima da mínima inibitória, o comportamento do consumo de 

amônia e produção de nitrito foi muito semelhante ao ensaio com 25 mg 

Ag_NPAg.L
-1

 (Figura 16 e Figura 17). Portanto, não é possível associar 

a inibição ocorrida aqui à presença desses íons.  
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Tabela 13 Concentração de íons de prata liberada da NPAg em cada ensaio.  

Ensaio (concentração de Ag_NPAg.L
-1

) Ag (mg.L
-1

)* 

0 < 0,012 

< 0,012 

< 0,012 

< 0,012 

< 0,012 

5 

10 

15 

20 

25 0,01947 ± 0,0017 

30 0,03452 ± 0,0022 

* Limite de detecção do equipamento 0,012 mg.L
-1

 

 

Dados aqui apresentados, como velocidade de formação de 

nitrito, cálculo da inibição da atividade nitritante e KI50 não são 

reportados na literatura. Buscando compreender como as nanopartículas 

podem agir sobre a cultura enriquecida de bactérias oxidadoras de 

amônia, optou-se por fazer um teste com nitrato de prata (Ag
+
). Este 

teste foi realizado para avaliar o efeito que apenas os íons podem causar 

sobre a cultura, uma vez que,há estudos diversos apontando a NPAg 

como mais tóxica e outros os íons de prata como agente tóxico.  

 

5.2.3.2 Inibição em processo em batelada de íons prata sobre as 

bactérias oxidadoras de amônia.  

Foram utilizadas concentrações menores do que as testadas com 

NPAg. Pois, a princípio já era esperado maior nível de inibição. A 

Figura 19 mostra o consumo de amônio ao longo das 14 horas de 

reação.  

Aqui, mais uma vez nota-se que a dose de prata é obviamente 

associada ao nível inibitório, quanto maior a concentração, menor o 

consumo de amônio. Assim como no ensaio com NPAg, esses dados 

não serão usados para o cálculo das velocidades, e sim a produção de 

nitrito (Figura 20). 
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Figura 19 Consumo de amônio pelas BOA em função do tempo, em diferentes 

concentrações de Ag
+
.  

 
 

Figura 20 Produção de nitrito durante a exposição da cultura nitritante à Ag
+
. 

 
Observa-se claramente a influência da concentração do íon sobre 

a produção de nitrito (Figura 20). Com apenas 0,1 mg Ag
+
_AgNO3.L

-1
 é 

possível observar diferença entre a produção de nitrito em relação ao 

controle, ficando praticamente constante após 8 horas de reação.  

Para a determinação das velocidades específicas (Tabela 14) foi 

determinada a concentração de sólidos suspensos voláteis. Os valores 

encontrados foram: 0,51, 0,54, 0,51, 0,54, 0,56 e 0,53 g SSV.L
-1

, 

respectivamente, para 0, 0,1, 0,2, 0,4, 0,6 e 0,8 mg Ag
+
_AgNO3.L

-1
.  
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Tabela 14 Velocidades específicas de produção de nitrito nos ensaios de 

inibição em processo em batelada das BOA com Ag
+
 (AgNO3). 

Concentração de 

Ag
+
_AgNO3.L

-1
 

Velocidade específica de produção 

de nitrito (mg N_NO2
-
.(gSSV.h)

-1
) 

Inibição 

(%) 

0 39,54 0,00% 

0,1 36,48 7,73% 

0,2 29,36 25,74% 

0,4 16,11 59,26% 

0,6 10,54 73,35% 

0,8 7,85 80,14% 

 

Claro está que a inibição gerada pelo íon de prata, assim como, 

para a nanopartícula, está relacionada à concentração. Quanto maior a 

concentração, maior a redução da velocidade de produção. A Figura 21 

mostra que a correlação entre inibição e concentração ajustou-se por um 

polinômio de segundo grau. 

 
Figura 21 Correlação entre o grau de inibição da atividade das bactérias e a 

concentração de Ag
+
. 

 
 

Através do ajuste apresentado na Figura 21 foi possível calcular 
o KI50 (concentração necessária para inibir 50% da atividade 

bacteriana) para os íons de prata, o qual pode ser observado na 

concentração de 0,357 mg Ag
+
_AgNO3.L

-1
. Esse valor é 4 vezes maior 

que o reportado na literatura para culturas puras, que fica em torno de 87 

µg.L
-1 

(YANG et al., 2013a), isso pode ser justificado pela diferença dos 
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meios utilizados e, também, por ser uma cultura mista, que apresentam 

outros fatores associados que podem reagir com a prata e reduzir o seu 

efeito tóxico.   

A inibição por íons de prata está ligada a formação de espécies 

reativas de oxigênio. Choi e Hu (2008) apontaram que a presença de 

Ag
+
 estimula a formação dessas espécies (intracelulares) estão 

diretamente ligadas à concentração do íon. Autores afirmam que o Ag
+
 

não causa danos expressivos a membrana celular. Porém, pode se ligar 

aos constituintes com fósforo e enxofre (proteínas e DNA), impedindo o 

bom funcionamento da célula (FENG et al., 2000; RADNIECKI et al., 

2011). Feng e colaboradores, 2000, verificaram que as moléculas de 

DNA se tornam condensadas e perdem a sua capacidade de replicação e 

os íons são capazes de interagir com grupos tiol em proteínas, tornando-

as inativas. 

 

5.2.3.3 Comparação entre a inibição em processo em batelada de 

NPAg e Ag
+
 

Conforme verificado nos ensaios descritos nos dois itens 

anteriores, nota-se que no caso deste estudo, o íon mostra-se mais tóxico 

que a própria nanopartícula. Esse resultado está de acordo com alguns 

estudos e contrários a outros, mostrando que esta questão do nível 

inibitório das diferentes formas de prata é dependente de vários fatores.  

Choi e colaboradores, (2008) verificaram que as nanopartículas 

de prata (diâmetro de 14 nm) reduziram a respiração celular em 86%, já 

os íons inibiram aproximadamente a metade disso (42%) em bactérias 

nitrificantes. No mesmo estudo, eles encontraram uma inibição do 

crescimento em 55% e 100% para NPAg e Ag
+
 da Escherichia coli, 

indicando diferentes mecanismos de ação, em diferentes organismos, 

mesmo que ambos sejam gram-negativos. Os autores utilizaram um 

meio nutritivo diferenciado, onde a concentração de íons ligantes aos 

íons foi minimizada, ou seja, os íons adicionados provavelmente 

estavam livres, sem ligação com constituintes do meio. 

Yang e colaboradores, (2014) concluíram que NPAg (diâmetro de 

35 nm) podem afetar de forma mais severa a comunidade microbiana 

oxidadora de amônia comparando com as mesmas partículas com 

diâmetro de 5 nm e também com os íons de prata. Estes autores 
verificaram que ocorre uma modificação na estrutura da comunidade 

nitrificante do lodo ativado, havendo uma redução das bactérias 

oxidadoras de amônia presentes quando expostas a NPAg (35 nm), o 

mesmo não foi observado para NPAg de menor tamanho e íons de prata. 

100



 

 

 

Entretanto, eles utilizaram diferentes concentrações das formas de prata 

utilizadas, sendo a mais concentrada para NPAg com 35 nm (40 

mg.L
-1

), o que pode ter influenciado no resultado. Além disso, os 

autores utilizaram lodo ativado, sem lavagem, ou seja, o meio continha 

diversos sais que poderiam complexar os íons de prata. Choi e Hu, 2008, 

verificaram que quanto menor a NPAg (na mesma concentração), maior 

o seu efeito inibitório, pois elas podem penetrar na bactéria ou até 

mesmo aderir a membrana impedindo trocas com o meio, reduzindo ou 

inibindo completamente a atividade celular.  

Em contrapartida, existem outros estudos que indicam que os íons 

são os grandes responsáveis pelo efeito tóxico, sugerindo que na 

verdade, em condições aeróbias o íon de prata é liberado na 

nanopartícula, ficando dissolvido no meio e agindo como verdadeiro 

agente antimicrobiano, quando não existem compostos capazes de se 

ligar com ele (XIU et al., 2011). Arnaout e Gunsch, 2011, testando 

diferentes revestimentos de NPAg, concluíram que aquelas que foram 

sintetizadas com nitrato e goma arábica liberaram uma quantidade 

superior de íons em relação as demais partículas testadas.  e, nesses 

casos, a inibição da atividade foi mais significativa. Os mesmos autores 

verificam um comportamento semelhante ao encontrado aqui, 20 mg 

NPAg.L
-1

 teve uma redução de atividade semelhante ao teste com 0,2 

mg Ag
+
.L

-1
, ou seja o íon foi 100 vezes mais tóxico que a NPAg.  

No presente estudo 0,8 mg Ag
+
_AgNO3.L

-1
 inibiu 80% da 

atividade da BOA, entretanto, seria necessário aproximadamente 22 mg 

Ag_NPAg.L
-1

 para apresentar nível semelhante de inibição, ou seja, 

uma concentração quase 28 vezes maior. Aqui também não houve 

detecção significativa de íons de prata nos ensaios com nanopartícula, 

reforçando a hipótese de que os íons causam maior inibição quando 

presentes. Pensa-se que a nanopartícula pode ter se depositado na 

superfície das bactérias impedindo as trocas com o meio, reduzindo a 

atividade conforme a concentração.  Para testar esta possibilidade foi 

feito uma análise por microscopia que será discutida no próximo item.  

 

5.2.3.4 Influência de nanopartícula e íons de prata sobre a 

morfologia da comunidade bacteriana 

Uma das maneiras utilizadas para compreender o mecanismo de 
ação de compostos tóxicos sobre comunidades microbianas é através da 

utilização de imagens obtidas em microscopia eletrônica de varredura. 

Após os testes cinéticos discutidos nos itens anteriores, decidiu-se 
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examinar como as formas de prata estudadas interagem com as 

bactérias.  

A Figura 22 mostra as imagens obtidas no microscópio 

eletrônico de varredura localizado no Laboratório Central de 

Microscopia Eletrônica (UFSC). A primeira imagem (a) onde não houve 

exposição a nenhum tipo de prata (controle). Nela é possível visualizar 

as formas típicas presentes em sistemas nitrificantes reportados na 

literatura (TSUNEDA et al., 2003; FERRETTI, 2009). As imagens da 

Figura 26 (b), (c) e (d) mostram as amostras que foram expostas a 5,00, 

10,75 e 30 ,00mgAg_NPAg.L
-1

, respectivamente. É perceptível que à 

medida que a concentração de nanopartículas de prata aumenta, mais 

difícil fica de visualizar as bactérias nas imagens. As NPAg podem 

aderir-se a membrana celular da bactéria, modificando a permeabilidade 

da membrana, interferindo na respiração e gerando dissipação da força 

motriz dos prótons para a geração de ATP, podendo gerar a morte da 

bactéria (STENSBERG et al., 2011). Jin e colaboradores (2010) 

afirmam que em bactérias gram-negativas, que possuem 

lipopolissacarídeos (LPS) na sua membrana, a presença de cátions 

bivalentes pode auxiliar a formação de uma espécie de ponte entre as 

NPAg carregadas negativamente e o LPS na superfície da bactéria, 

mudando a permeabilidade da mesma, facilitando a passagem da NPAg 

pela membrana, justificando assim, a aderência e presença de NPAg na 

superfície e no interior da bactéria. Yuan e colaboradores (2013) 

visualizaram em suas imagens de Nitrosomonas europaea tratadas com 

NPAg por 3 horas e as imagens apresentaram rompimentos e furos na 

membrana celular, que podem levar à liberação do material celular. 

Além disso, também puderam perceber a aderência das nanopartículas 

nas bactérias. Apesar de não ser possível visualizar claramente danos na 

membrana aqui, à medida que a concentração de NPAg aumenta, não é 

mais possível observar de forma clara as bactérias, mostrando que as 

mesmas foram danificadas e podem ter sofrido rompimento. Choi e 

colaboradores, (2008), verificaram a formação de ruptura na superfície 

das bactérias estudadas, confirmando que as nanopartículas de prata são 

capazes de provocar a morte ou redução da atividade bacteriana devido 

a danos na membrana celular. 
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Figura 22 Imagens de microscopia eletrônica de varredura (MEV), de amostras 

de biomassa expostas à (a) 0 mg Ag.L
-1

 (controle); (b) 5 mg Ag_NPAg.L
-1

; (c) 

10,75 mg Ag_NPAg.L
-1

; (d) 30 mg Ag_NPAg.L
-1

; (e) 0,1 mg Ag
+
_AgNO3.L

-1
; 

(f) 0,357 mg Ag
+
_AgNO3.L

-1 
e (g) 0,8 mg Ag

+
_AgNO3.L

-1
.  

 

(a)  

 

(b) 
 

(e) 

 
(c) 

 
(f) 

 
(d) 

 
(g) 
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As imagens da Figura 22 (e), (f) e (g) mostram os ensaios com 

0,10, 0,36 e 0,80 mg Ag
+
_AgNO3.L

-1
, respectivamente. Nestes casos 

observa-se maior integridade morfológica da bactéria em todos os casos, 

apesar do aumento da concentração do íon nos ensaios. A Figura 22(e) 

parece ter as bactérias de forma mais abundante que o controle, porém, a 

escolha da área para coletar a imagem influenciou.  

Diversos autores já reportaram que, os íons de prata atuam 

diretamente dentro da bactéria se ligando a compostos com enxofre e 

fósforo (FENG et al., 2000; WIJNHOVEN et al., 2009; RADNIECKI 

et al., 2011). Isso faz com que a atividade da mesma seja reduzida, 

mesmo sem que ocorram modificações na sua membrana. Radniecki e 

colaboradores (2011) verificaram que em concentrações de íons de prata 

acima de 0,2 mgAg
+
.L

-1
 a concentração de K

+
 intracelular é reduzida, 

indicando uma liberação desse cátion para o meio, provavelmente, 

devido a alguma desestabilização da membrana celular. Isso pode ser 

observado, principalmente, na Figura 22(g), onde a presença de formas 

semelhantes às bactérias do controle é bem menor.  

Dessa forma, observa-se que um dos mecanismos de ação das 

NPAg é a adsorção na superfície da bactéria, impedindo as trocas com o 

meio e, também, a ruptura da mesma.  Já os íons atuam, provavelmente, 

com mais eficácia na parte interna, prejudicando o bom funcionamento 

das funções celulares, e também, estando associado a produção de 

espécies reativas de oxigênio, pode provocar algum dano a membrana, 

causando a morte das mesmas. Claro está que essas não são as únicas 

formas de ação, porém, elucidam alguns mecanismos de toxicidade.  

 

5.2.4 Inibição em processo contínuo da nanopartícula de 

prata sobre a cultura de bactérias nitritantes 
A fim de verificar a tolerância da comunidade bacteriana 

oxidadora de amônia durante um período mais longo de exposição, 

optou-se por fazer testes de inibição em processo contínuo (4.5.1.7, 

página 70). Após o reator ter sido inoculado, foi aguardado que o 

mesmo entrasse em estado estacionário. A Figura 23 mostra os dados do 

efluente deste reator, sendo que ele foi alimentado com, em média, 700 

mg N_NH4
+
.L

-1
, assim como no reator B, que serviu de fonte de 

biomassa para este experimento. Até o dia 33 o reator foi operado sem a 
presença de NPAg, buscando a estabilidade do sistema. A partir do dia 

34 adicionou-se nanopartículas de prata na alimentação, para que a 

concentração ficasse em torno de 4,53 mg Ag_NPAg.L
-1

, referente a 
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aproximadamente 25% de inibição durante os ensaios de inibição em 

processo em batelada.  

 
Figura 23 Monitoramento das formas nitrogenadas no efluente do reator durante 

o ensaio de inibição em processo contínuo controle (sem prata) e com NPAg 

(4,53 mgAg_NPAg.L
-1

). 

 
A concentração de nitrato na saída do efluente do reator se 

manteve elevada, acima de 200 mg N_NO3
-
.L

-1
, pois, ele foi adicionado 

juntamente com os sais de alimentação (vide Tabela 4, página 64 e 

Tabela 5, página 65). Observou-se que o reator, após um curto período 

de tempo, apresentou estabilidade na fase controle, com menos de 10 

dias já estava operado de forma adequada.  Após a adição de NPAg foi 

constatado que o pH aumentou, indicando a redução da oxidação da 

amônia, na nitritação, processo que acidifica o meio. Após o segundo 

dia com prata, a concentração de amônia no efluente do reator aumentou 

consideravelmente, passando de aproximadamente 100 mgN_NH4
+
.L

-1
 

para valores acima de 300 mgN_NH4
+
.L

-1
, subindo gradativamente. 

Claro que, acompanhado deste aumento, houve o decréscimo na 

concentração de nitrito, que iniciou no período de inibição em processo 

contínuo, ou seja, quando iniciou-se a adição de NPAg, com um 

acúmulo de aproximadamente 340 mgN_NO2
-
.L

-1
 e, ao final, havia 

aproximadamente a metade desse valor. A operação do reator foi 

mantida por mais alguns dias além do último dado apresentado no 

gráfico (Figura 23). Todavia não foi apresentado aqui, pois, o 

comportamento permaneceu o mesmo, não havendo adaptação da 

biomassa para esta concentração de NPAg, o reator perdeu a sua 
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operacionalidade. Em estudo recente, Ma e colaboradores (2015) não 

observaram influência de 20 mg NPAg.L
-1

 (diâmetro de 52 nm) na 

nitrificação, contrariando os resultados obtidos aqui. Porém, eles 

utilizaram lodo ativado sem aclimatação, diferente da biomassa estudada 

aqui, que foi enriquecida em uma cultura nitritante, conhecida por sua 

maior sensibilidade à presença de compostos tóxicos. Isso indica que, 

reatores exclusivamente nitritantes sofrem maior impacto em sua 

atividade que um sistema convencional de lodos ativados. Por outro 

lado, Quan e colaboradores (2015) observaram uma queda 

representativa da atividade nitrificante (33%) após 35 dias de exposição 

(5 mg NPAg.L
-1

), concordando com os dados obtidos aqui.  

Se compararmos a inibição obtida aqui com aquela vista na nos 

ensaios de inibição em processo em batelada, é possível observar que 

quando a comunidade bacteriana é exposta por curto período de tempo, 

a inibição pode ser subestimada. No caso da inibição em batelada, a 

concentração de aproximadamente 5 mg Ag_NPAg.L
-1

 apresentou uma 

inibição de aproximadamente 30% na velocidade de produção de nitrito 

e praticamente toda a amônia adicionada foi oxidada (restando apenas 

5,84% do que foi adicionado). Aqui, numa concentração menor do que 

essa, o consumo de amônia foi sendo reduzido a medida que os dias de 

operação avançavam. No ensaio controle, aproximadamente 55 % de 

amônia adicionada foi convertida a nitrito (considerado os dias do 

período com maior estabilidade). Já na etapa com NPAg, esse valor 

reduziu para em torno de 23% nos últimos dias de operação, gerando um 

acúmulo de amônio no reator. A concentração de amônia no efluente do 

mesmo, ficou em torno de 500 mg N_NH4
+
.L

-1
, valor que se convertido 

para amônia livre (considerando um pH médio de 8,2 e temperatura de 

32°C) fica em 64 mg N_NH3.L
-1

. Sabe-se que a amônia livre é toxica 

para bactérias nitritantes, havendo inibição com concentração acima de 

10 mg NH3.L
-1

 (SCHMIDELL e REGINATTO, 2007). Deste modo, 

durante a inibição em processo contínuo é possível observar que a 

redução da atividade das BOA causada pela adição contínua de NPAg, 

reduz a atividade das bactérias pelos mecanismos já citados. E, esta 

inibição, gera acúmulo de amônia livre, que por sua vez, também causa 

redução da atividade bacteriana, havendo a longo prazo colapso do 

sistema nitritante, fato que não pode ser observado em ensaios de 

inibição em processo em batelada.  

Visando verificar a influência da NPAg sobre o consumo de 

oxigênio e o comportamento do consumo de substrato, foi observado o 

ciclo de cada etapa (7 horas de reação), em um determinado dia de 

operação. Para a etapa controle, a concentração de sólidos suspensos 
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voláteis estava em 0,385 g SSV.L
-1 

e, para o período com 4,53 mg 

Ag_NPAg.L
-1

 a concentração diminuiu para 0,260 g SSV.L
-1

. As 

concentrações de amônia, nitrito e nitrato mantiveram-se 

aproximadamente constantes ao longo de todo ciclo. Pois, ao mesmo 

tempo em que ocorre o consumo de substrato, ele é adicionado, havendo 

também acúmulo de amônia. Assim como o nitrito, que é produzido em 

pequenas quantidades durantes os períodos aerados, e ao mesmo tempo 

é diluído pela adição de meio nutritivo no reator. O pH ficou em torno 

de 7,21 durante todo o ciclo controle e 7,90 para o ciclo com prata.  

O consumo de oxigênio também teve valores próximos entre 

cada queda de oxigênio, no fim de cada período aerado. A Figura 24a 

indica a variação de oxigênio dissolvido no meio, enquanto, o reator 

estava sendo operado sem nanopartículas de prata. Verificou-se que, 

apesar do primeiro pico ser maior que os demais (devido a presença de 

uma bolha no oxímetro) a queda da concentração de oxigênio é 

semelhante em cada etapa.  Na segunda imagem (Figura 24b) está o 

perfil de oxigênio dissolvido (OD) após a adição de nanopartículas. 

Onde, os valores máximos atingidos em cada pico ficaram semelhantes 

ao controle.  

 
Figura 24 Variação da concentração de oxigênio dissolvido ao longo do ciclo de 

operação, durante a etapa controle (a) e após a adição de NPAg (b) (4,53 mg 

Ag_NPAg.L
-1

). 

  
A partir dos dados demonstrados nesses dois gráficos, calculou-

se as velocidades específicas de consumo de oxigênio (QO2) para cada 
período aerado. E, no final, foi calculada a média (Tabela 14). Sendo 

que para o cálculo de cada velocidade foi considerada a reta com maior 

inclinação entre os dados obtidos após o desligamento da aeração. A 

concentração de SSV utilizada para os cálculos foi de 0,385 g SSV.L
-1 
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(controle) e 0,260 g SSV.L
-1

, para o controle e exposto à NPAg, 

respectivamente.  

 
Tabela 15 Velocidades específicas de consumo de oxigênio antes e após a 

adição de NPAg (4,53 mg Ag_NPAg.L
-1

). 

Períodos aerados 

durante o ciclo 

QO2c (mgO2.min
-

1
.gSSV

-1
) (controle) 

QO2Ag25 (com 4,53 mg 

Ag_NPAg.L
-1

) (mgO2.min
-

1
.gSSV

-1
) 

1° 2,57 1,82 

2° 2,73 2,24 

3° 2,96 2,18 

4° 2,88 2,52 

5° 2,92 2,28 

6° 3,12 2,24 

7° 2,92 1,98 

Média 2,87±0,16 2,18±0,21 

 

Quando as médias dessas velocidades são comparadas, tem-se 

um decréscimo de 24% no QO2. Mais uma vez, se observado de forma 

isolada, é possível supor que o reator continuaria a operar, porém, com 

uma menor eficiência, todavia, isso não aconteceu, conforme explicitado 

anteriormente.  

No mesmo dia em que o reator foi monitorado durante o ciclo 

de operação, foi coletada amostra, tanto do sobrenadante do reator, 

como do reator homogeneizado, coletando também a biomassa. Ambas 

as amostras foram analisadas (a que continha biomassa foi submetida a 

digestão ácida) em ICP-MS para medir a concentração de íons de prata 

presentes. Foi encontrado 0,2 ± 0,01 µg.L
-1

 no sobrenadante. Na 

biomassa digerida em tratamento ácido foi encontrada 933,60 ± µg.L
-1

, 

totalizando 0,934 mgAg
+
.L

-1
. Nota-se que, conforme descrito na 

literatura (Kaegi, et al., 2011), uma parte da prata fica aderida à bactéria. 

Observou-se aqui a liberação de 21% de prata adicionada no reator. Esse 

valor é maior que aqueles encontrados durante o ensaio de inibição em 

batelada (Tabela 13, página 97), pois a NPAg era adicionada juntamente 

com a alimentação, havendo um maior tempo de exposição e, segundo 

Das et al. (2015), quanto maior o tempo de contato entre a bactéria e 
NPAg, maior a quantidade de NP aderida. Além disso, a aeração era 

forçada, atingindo concentrações de OD elevados o que auxilia na 

liberação dos íons da NP (XIU et al., 2012).  

Objetivando verificar se, concentrações menores de prata 

poderiam exibir comportamento semelhante, ou seja, se haveria 
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inibição, o reator foi reinoculado e a inibição em processo contínuo de 

1,32 mg Ag_NPAg.L
-1

 foi verificada que corresponde a aproximadamente 

10% da inibição nos testes de inibição em batelada.  

Assim como no caso anterior, após a partida do reator com 

biomassa adaptada do reator nitritante (reator B), aguardou-se que o 

mesmo atingisse a estabilidade para monitorar um ciclo e, após isso, foi 

adicionado NPAg juntamente na alimentação. A Figura 25 mostra o 

comportamento das formas nitrogenadas no efluente do reator durante 

os 118 dias de operação. Até o dia 55, o reator foi operado na forma 

“controle” sem a presença de prata. Após este dia (dia 56), até o final 

(dia 118), foi adicionada uma alíquota de uma solução concentrada de 

NPAg juntamente na alimentação, que continha em torno de 700 mg 

N_NH4
+
.L

-1
. O pH do período controle ficou, em média 7,85, e para fase 

com NP, em torno de 7,03.   

 
Figura 25 Monitoramento das formas nitrogenadas no efluente do reator durante 

o ensaio de inibição em processo contínuo controle (sem prata) e com NPAg 

(1,32 mgAg_NPAg.L
-1

). 

 
 

Desta vez, o reator demorou um pouco mais para atingir a 

estabilidade, aproximadamente 30 dias, devido a variações no pH. Após 

esse período, a concentração média de amônia ficou em abaixo de 200 
mg N_NH4

+
.L

-1
 e de nitrito subiu para em torno de 300 mg N_NO2

-
.L

-1
. 

Após a adição de 1,32 mg Ag_NPAg.L
-1

 o reator não apresentou 

grandes mudanças por 20 dias consecutivos (dia 76). Após esse dia o 

reator apresentou oscilações mais importantes, reduzindo a produção de 

nitrito e acumulando amônia, demostrando sinais de inibição. 
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Entretanto, após aproximadamente 14 dias, o reator voltou a apresentar 

a atividade semelhante a inicial, mostrando uma adaptação a nova 

condição. Diferentemente do que aconteceu no caso testado 

anteriormente com uma concentração mais elevada de prata (4,53 

mgAg_NPAg.L
-1

). Neste caso, a conversão de íon amônio para nitrito, 

na primeira etapa de operação ficou em média em 57%, e após a adição 

de prata esse valor aumentou levemente para 59% (considerando sempre 

os períodos com maior estabilidade). Alito e Gunsch, 2013, fizeram 

testes com adição contínua de 2 mgNPAg.L
-1

, durante mais de 20 dias, 

observaram redução da conversão de amônia nos primeiros dias de 

adição. Após 4 dias o reator já apresentou uma recuperação no processo 

de nitrificação. Os autores atribuem esse retorno a sua plena atividade a 

mudanças na estrutura da comunidade bacteriana nitrificante. Onde 

algumas espécies são mais resistentes a presença de NPAg que outras, 

acabam se sobrepondo às demais bactérias. Yang e colaboradores 

(2014) perceberam decréscimo da oxidação da amônia após 7 dias de 

exposição à NPAg de 35 nm, devido à redução de algumas espécies de 

bactérias nitrificantes (Nitrosomonas e Nitrosococcus). Porém, esse 

trabalho não foi feito por períodos de tempo mais longos, não sendo 

possível verificar de haveria uma recuperação da atividade nitrificante.  

Com o objetivo de verificar a influência da dosagem menor de 

prata sob a respiração bacteriana, foram monitorados ciclos, tanto do 

período sem prata como após a adição da mesma, buscando observar 

possíveis modificações no consumo de oxigênio pelas bactérias.  

 
Figura 26 Variação da concentração de oxigênio dissolvido ao longo do ciclo de 

operação, durante a etapa controle (a) e após a adição de NPAg (b) (1,32 mg 

Ag_NPAg.L
-1

). 

  
Aqui, nota-se que os dados presentes no monitoramento do 

ciclo sem prata (Figura 26a) os valores máximos de oxigênio dissolvido 
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ficaram mais baixos do que os encontrados durante o monitoramento do 

ciclo com NPAg (Figura 26b). A Tabela 16 indica as velocidades 

específicas de consumo de oxigênio para cada situação monitorada. 

 
Tabela 16 Velocidades específicas de consumo de oxigênio antes e após a 

adição de NPAg (1,32 mg Ag_NPAg.L
-1

). 

Períodos aerados 

durante o ciclo 

QO2c (mgO2.min
-

1
.gSSV

-1
) (controle) 

QO2Ag25 (com 1,32 mg 

Ag_NPAg.L
-1

) (mgO2.min
-

1
.gSSV

-1
) 

1° 2,85 4,02 

2° 2,86 3,85 

3° 3,46 3,66 

4° 3,68 3,74 

5° 2,19 3,78 

6° 2,51 3,82 

7° 2,86 3,61 

Média 2,92±0,48 3,78±0,13 

 

Diferentemente do que aconteceu quando adicionou-se 4,53 mg 

Ag_NPAg.L
-1

,  a velocidade média de consumo de oxigênio ficou maior 

para o caso em que haviam nanopartículas presentes no meio (3,78±0,13 

mgO2.min
-1

.gSSV
-1

) do que no controle (2,92±0,48 mgO2.min
-1

.gSSV
-

1
). Tal observação concorda com a conversão média de amônia para 

nitrito que, também, foi superior na presença de NPAg. Esse fato pode 

ser atribuído a dois fatores: Primeiro, a concentração de biomassa no 

reator, nos dias dos ensaios estavam em 0,28 gSSV.L
-1

 e 0,31 gSSV.L
-1

, 

para o controle e com prata, respectivamente, ou seja, a biomassa 

cresceu embora estivesse presente no meio um composto 

conhecidamente tóxico. A concentração maior de biomassa, mesmo que 

a diferença seja pequena, acarreta maior consumo de oxigênio, 

contrariando o que foi mostrado na Figura 26, onde os picos mais baixos 

nos períodos aerados da etapa controle, indicariam uma maior atividade. 

Isso pode demostrar que para esta concentração de NPAg, não é 

apresentado nenhum tipo de inibição, não afetando a atividade 

bacteriana. Em segundo lugar, pode-se supor um outro fenômeno. 

Muitos estudos apontam que a nanopartícula de prata, quando utilizada 
em concentrações muito baixas (que não causam letalidade à biomassa) 

na verdade estimulam o metabolismo da mesma, devido ao mecanismo 

de defesa do organismo, que ao detectar a presença de um composto 

tóxico, aumenta ainda mais sua atividade tentando produzir energia para 

se proteger de possíveis danos (Calabrese, 2008). Porém, esse efeito não 
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foi reportado para culturas mistas, apenas para culturas puras, onde a 

concentração subletal é muito mais baixa que a reportada aqui (2.5 µg.L
-

1
 para N. europaea, Yang e colaboradores (2013a); 7,9 µg.L

-1
 para E. 

coli). Este efeito também é relatado quando outras bactérias do ciclo do 

nitrogênio foram expostas a Quantum Dots, onde a nitrificação, fixação 

e desnitrificação (todos realizados por culturas puras) foram estimuladas 

por baixas doses deste composto. Em geral, esse efeito é comprovado 

através da análise dos genes envolvidos no processo estudado. Por 

exemplo, no caso da oxidação da amônia, verifica-se a que o gene 

amônia monooxigenase está estimulado, ao invés de reprimido, como 

geralmente acontece na presença de compostos tóxicos.  

Ao final do monitoramento do ciclo, foram coletadas amostras 

do sobrenadante e da biomassa para determinação da concentração de 

íons de prata. Foram encontrados 13,94 ± 0,11 µg Ag
+
.L

-1
 e 60,60 ± 

0,60 µg Ag
+
.L

-1
  no sobrenadante e a amostra de biomassa digerida, 

respectivamente, totalizando 0,0745 mgAg
+
.L

-1
, liberando apenas 5,64 

% de prata proveniente na nanopartícula no meio. Valores menores que 

os encontrados aqui durante os ensaios de inibição em processo batelada 

para íons de prata. Portanto, não pode-se afirmar que foram os íons de 

causaram a inibição.  

Desta forma, pode-se afirmar que os efeitos da inibição em 

processo contínuo da nanopartícula de prata sobre uma cultura nitritante, 

é dependente da concentração existente no afluente do mesmo; podendo 

causar inibição quase total do sistema ou a adaptação da comunidade 

bacteriana ali presente, quando exposto a baixas concentrações de 

NPAg.  Existem estudos que determinam a concentração de NPAg após 

a lavagens de tecidos (1,3 mgAg.L
-1

) e na lixiviação por água de chuva 

em paredes pintadas com tintas com nanopartículas de prata (0,145 

mgAg.L
-1

) (BENN e WESTERHOFF, 2008; KAEGI et al., 2010). Uma 

vez que, esses efluentes entrem no sistema de coleta de esgotos, a sua 

concentração irá variar, pela própria diluição e também pela ligação da 

prata aos componentes deste efluente. Todavia, ainda faltam estudos que 

relatem a concentração real de NPAg em efluentes domésticos ou 

industriais, Esta é uma informação importante para avaliar, de maneira 

precisa, os possíveis danos dessa partícula nas plantas de tratamento de 

efluentes. As concentrações reportadas neste estudo, podem ocorrer em 

casos de derramamentos acidentais de nanopartículas de prata (durante a 

síntese, incorporação da NP em bens de consumo, reciclagem, etc.) 

podendo entrar em contato com bactérias presentes no solo, por 

exemplo, acarretando prejuízos a microbiota nitrificante.  
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5.2.5 Influência do tempo de exposição sobre comunidade 

nitrificante 

A ação antimicrobiana da nanopartícula de prata já é amplamente 

conhecida. Ela pode agir por diversos mecanismos para reduzir a 

atividade das bactérias (produção de espécies reativas de oxigênio, 

aderir a membrana celular, romper a membrana, entre outros), sendo 

largamente utilizada para evitar a proliferação de bactérias patogênicas, 

na desinfecção de superfícies hospitalares, materiais utilizados no 

tratamento de feridas e queimaduras, etc.  

Sabe-se que, agentes desinfetantes são dependentes da dose 

(concentração) e do tempo de exposição (BITTON, 2005). Neste estudo, 

já foi verificado a influência da dose no nível de inibição das bactérias. 

Porém, não foi examinada a influência do tempo de exposição sobre a 

comunidade bacteriana estudada. Existem pesquisas que indicam que o 

tempo de exposição da NPAg influencia na redução da proliferação de 

bactérias em materiais odontológicos, sendo que resultados expressivos 

de desinfecção foram observados após 30 minutos de contato (PORTO, 

2012). No tratamento de águas subterrâneas é possível verificar a 

redução em quase 100% no número de bactérias presentes na água 

(MACHADO, 2012). Outros estudos, comparando a ação da NPAg com 

demais desinfetantes comuns como o hipoclorito de sódio, verificaram 

que a prata, em doses muito menores é tão eficaz quanto os outros. No 

entanto necessita de mais tempo para atingir esta inibição. Enquanto 

aqueles precisaram de minutos, a nanopartícula demorou 6 horas 

(CHAMAKURA et al., 2011). Deste modo, tendo em mente que a 

NPAg pode continuar agindo sobre a bactéria após um longo período, 

sem haver redução de sua atividade, neste ensaio buscou-se investigar se 

há diferença na atividade das bactérias após diferentes tempos de 

exposição (5 dias).  

Foram realizadas duas bateladas de ensaios em shaker orbital, 

onde foram testadas três diferentes concentrações de nanopartículas de 

prata, sempre comparando o seu resultado com um ensaio controle, sem 

NPAg.   

Na primeira batelada, testou-se a concentração de 4,53 mg 

Ag_NPAg.L
-1

 (correspondente a aproximadamente 25% de inibição no 

teste de inibição em processo em batelada). A concentração de amônia 

utilizada foi de aproximadamente 400 mg N_NH4
+
.L

-1
, com volume de 

reação de 200 mL. A concentração de biomassa em cada frasco ficou em 

0,66 mgSSV.L
-1

. Os dados mostrados aqui em massa, devido à 

evaporação que ocorreu ao longo dos 10 dias de ensaio. A Figura 27 

mostra o consumo de amônia no controle e nos diferentes dias de 
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exposição a prata, sendo que o T1 corresponde a apenas 1 dia de 

exposição, o T2 a dois dias e assim por diante.  

 
Figura 27 Consumo do íon amônio durante diferentes tempos de exposição, 

sendo a Figura (a) o controle e (b) exposto a 4,53 mgAg_NPAg.L
-1

. Onde T1 – 

biomassa exposta por 1 dia; T2 – por 2 dias; T3 – por 3 dias; T4 – por 4 dias e 

T5 – por 5 dias.  

  
 

Prontamente, é possível identificar que na presença de NPAg o 

consumo de amônio é bem menor que no controle, devido a inibição 

pela nanopartícula. O pH foi controlado diariamente em torno de 7,5. 

No caso do controle era nítida a queda de pH devido a nitrificação, pois 

em todas as medições era possível detectar valores próximos a 6,0. Já os 

frascos com NPAg não apresentaram essa queda expressiva, sendo que o 

pH ficava em torno de 6,8. A Tabela 17 mostra as velocidades de 

consumo de íon amônio a medida que o tempo de exposição aumenta. 

No caso do controle, há uma maior discrepância entre os dados, após 2 e 

5 dias de exposição. Entretanto essa variação não pode ser atribuída ao 

tempo de exposição, pois não há uma correlação entre elas. O mesmo 

ocorre para o caso onde há NPAg. Após 1 e 5 dias de exposição a 

velocidade de consumo ficou menor que as demais, porém nesses casos, 

o coeficiente de determinação (R
2
) ficou abaixo de 0,75, indicando uma 

má correlação dos dados. Após 2 e 4 dias de exposição, as velocidades 

foram próximas, já com 3 dias foi de 6,13 mgN_NH4
+
.d

-1
, superior as 

demais. Assim, pode-se afirmar que o tempo de exposição não apresenta 

uma relação clara com o nível de inibição encontrado. 
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Tabela 17 Velocidade de consumo de íon amônio em diferentes tempos de 

exposição (4,53 mgAg_NPAg.L
-1

). 

Tempo de exposição 

(dia) 

Velocidade de consumo de íon amônio 

(mgN_NH4
+
.d

-1
) 

Controle Exposto à NPAg (4,53 

mgAg_NPAg.L
-1)

 

1 10,98 2,38 

2 14,95 4,19 

3 11,74 6,13 

4 9,88 4,57 

5 14,92 2,06 

 

A produção de nitrito ficou limitada ao controle, que atingiu 

aproximadamente 10 mg N_NO2
-
. Entretanto, observou-se a produção 

de nitrato. Na Tabela 18 estão as velocidades de produção de nitrato nos 

casos aqui estudados. Nota-se que, a velocidade variou conforme o 

tempo de exposição, porém, de forma não linear. No caso da exposição 

a prata, houve produção para os três primeiros dias, contudo, muito 

pequena, em torno de 3 mg N_NO3
-
. Nos demais dias não foi possível 

detectar produção.  

 
Tabela 18 Velocidade de produção de nitrato em diferentes tempos de 

exposição (4,53 mgAg_NPAg.L
-1

).  

Tempo de 

exposição (dia) 

Velocidade de produção de nitrato (mgN_NO3
-
.d

-1
) 

Controle Exposto à NPAg (4,53 mgAg_NPAg.L
-1)

 

1 8,18 0,89 

2 6,46 0,064 

3 8,55 0,52 

4 3,59 - 

5 5,77 - 

A fim de verificar se, em concentrações mais baixas o mesmo 

comportamento seria observado, optou-se por fazer um segundo grupo 

de testes, com 2,56 e 1,32 mg Ag_NPAg.L
-1

, sendo equivalentes a 

aproximadamente 16% e 10%, respectivamente, da inibição em processo 

em batelada. As condições do ensaio permaneceram as mesmas, porém, a 

concentração de biomassa ficou em 0,72 gSSV.L
-1

, um pouco acima do 
ensaio anterior. A Figura 28 mostra os resultados do consumo de 

amônio nos três casos (controle (a), com 1,32 mgAg_NPAg.L
-1

(b) e 

com 2,56 mgAg_NPAg.L
-1

 (c)). 

Imediatamente, nota-se a inibição no consumo de amônia, à 

medida que a concentração de nanopartículas de prata aumenta. Sendo 
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que, no caso demostrado na Figura 28, o consumo ocorre de forma mais 

lenta, chegando a valores próximos a 50 mg N_NH4
+
. O pH foi regulado 

diariamente para aproximadamente 7,5. Em todos os casos, havia queda 

do mesmo devido ao processo de nitrificação. Entretanto, não se 

observou diferenças nas velocidades de consumo de substrato que 

pudessem ser claramente relacionadas com o tempo de exposição, 

(Tabela 19). Apenas houve redução da velocidade com a maior 

concentração de NPAg.   
 

Figura 28 Consumo do íon amônio durante diferentes tempos de exposição, 

sendo a Figura (a) o controle, (b) exposto a 1,32 mgAg_NPAg.L
-1

 e (c) exposto 

a 2,56 mgAg_NPAg.L
-1

 Onde T1 – biomassa exposta por 1 dia; T2 – por 2 dias; 

T3 – por 3 dias; T4 – por 4 dias e T5 – por 5 dias.  
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Tabela 19 Velocidade de consumo de íon amônio em diferentes tempos de 

exposição (1,32 mgAg_NPAg.L
-1 

e 2,56 mgAg_NPAg.L
-1

). 

Tempo de 

exposição 

(dia) 

Velocidade de consumo de íon amônio (mgN_NH4
+
.d

-1
) 

Controle Exposto à NPAg (1,32 

mgAg_NPAg.L
-1

) 

Exposto à NPAg (2,56 

mgAg_NPAg.L
-1

) 

1 13,86 11,49 7,78 

2 14,94 10,21 5,35 

3 14,96 15,44 3,37 

4 13,99 9,91 8,64 

5 15,88 12,31 7,38 

 

Assim como na batelada de testes anteriores (4,53 mg 

Ag_NPAg.L
-1

), não há uma correlação nítida entre os tempos de 

exposição e as velocidades de consumo de substrato.  

Não se pode notar a formação expressiva de nitrito nos casos com prata. 

Apenas no controle houve produção de aproximadamente 7 mgN_NO2
-
 

que foi consumida ao longo do experimento, indicando a atividade das 

bactérias oxidadoras de nitrito. A produção de nitrato foi mais 

expressiva e pode ser mensurada e utilizada para os cálculos de 

velocidade (na Tabbela 20). A formação de nitrato nesses dois casos 

pode ser atribuída a forma de aeração utilizada. Como o ensaio foi 

realizado em shaker, não foi possível limitar a entrada de oxigênio no 

meio, diferentemente do que era feito no reator “B”, onde a aeração foi 

limitada.   

 
Tabela 20 Velocidade de produção de nitrato em diferentes tempos de 

exposição (1,32 mgAg_NPAg.L
-1 

e 2,56 mgAg_NPAg.L
-1

) 

Tempo de 

exposição 

(dia) 

Velocidade de produção de nitrato (mgN_NO3
-
.d

-1
) 

Controle Exposto à NPAg 

(1,32 mgAg_NPAg.L
-

1
) 

Exposto à NPAg 

(2,56 mgAg_NPAg.L
-

1
) 

1 11,33 5,98 - 

2 10,50 4,42 - 

3 10,79 6,23 - 

4 11,50 4,44 - 

5 9,97 5,56 - 

 

Durante a exposição à 2,56 mgAg_NPAg.L
-1 

não foi possível 

calcular a velocidade de produção de nitrato, pois ela não foi expressiva 

e linear. 
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Conforme citado anteriormente, estudos apontam que a NPAg 

possui maior atividade antimicrobiana após um tempo de exposição 

maior perante as bactérias estudas, entretanto esses estudos fizeram 

comparação entre minutos e horas de exposição (CHAMAKURA et al., 

2011; MACHADO, 2012; PORTO, 2012). Aqui, foi avaliada a 

influência entre dias de exposição sobre a comunidade bacteriana, uma 

vez que quando ocorre algum pulso, algum choque dessa NP em 

sistemas de tratamento de efluentes, ou mesmo na natureza, ela ficará 

presente por mais tempo que apenas algumas horas. Assim, a 

investigação sobre a influência do tempo sobre a cultura foi necessária 

para melhorar a compreensão do mecanismo de ação da NPAg. 

Concluiu-se que a capacidade de reduzir a atividade bacteriana está 

ligada apenas a concentração da nanopartícula de prata, tendo 

capacidade de agir assim que entra em contato com os microrganismos, 

ficando ativa por longos períodos.  

 

5.3 COMPARAÇÃO ENTRE RESULTADOS OBTIDOS COM 

CULTURA PURA E MISTA 
Neste item compara-se, brevemente, os resultados obtidos com 

ambas as culturas, visando relacionar os efeitos principalmente da 

nanopartícula de prata sobre a Nitrosomonas europaea e a cultura mista, 

enriquecida em bactérias oxidadoras de amônia, a qual a bactéria 

estudada pertence. 

A principal diferença entre os cultivos investigados está na 

concentração de NPAg necessária para apresentar inibição. Para a 

cultura pura, a concentração máxima estuda foi de 0,75 mg 

Ag_NPAg.L
-1

 e apresentou 42,64% de inibição da formação de nitrito. 

Já, para cultura mista, essa concentração não apresentou nenhuma 

inibição em ensaios preliminares. Para atingir inibição semelhante foi 

necessário adicionar aproximadamente 9 mg Ag_NPAg.L
-1

 (de acordo 

com a equação gerada, Figura 18, página 95) e a máxima inibição foi de 

90,73% (30 mg Ag_NPAg.L
-1

). Logo, é possível afirmar que a cultura 

mista, ou seja, aquela que é mais próxima da realidade em estações de 

tratamento de efluentes é mais resistente à presença de nanopartículas de 

prata. Isso pode ser atribuído principalmente a complexidade da 

composição do meio nutritivo de culturas mistas e também a presença 
de outras bactérias no meio. Ou seja, a nanopartícula, juntamente com 

os íons liberados por ela, age sobre toda comunidade microbiana ali 

presente, sendo umas bactérias mais e outras menos suscetíveis a 

presença deste composto. Ao compararmos dados da literatura, observa-
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se uma concordância para os dados obtidos aqui. Yuan e colaboradores 

(2013) verificaram que a atividade bacteriana de N. europaea foi 

reduzida em 50% para concentrações variando entre 0,91, 0,36 e 2,9 

mg.L
-1

, para diferentes nanopartículas de prata utilizadas por eles. 

Entretanto, Choi e Hu, 2008, atingiram apenas 23% de inibição com 24 

mg Ag_NPAg.L
-1

 utilizando nanopartículas com 21 nm de diâmetro 

sobre uma cultura enriquecida em bactérias oxidadoras de amônia. Os 

mesmos autores reportaram mais de 50% de inibição, com 3 mg 

Ag_NPAg.L
-1

 quando a NPAg tinha um diâmetro de 9 nm, indicando 

forte relação entre o tamanho e a inibição. Yang e colaboradores (2014) 

encontraram 100% de inibição na atividade nitrificante de um lodo 

ativado com 40 mg Ag_NPAg.L
-1

, após 7 dias de exposição. Nota-se, 

portanto, que o nível de redução da atividade de determinada cultura 

está relacionado com a complexidade do meio e da cultura microbiana 

envolvida. Wang e colaboradores (2003) estudaram a interação da prata 

com os constituintes da efluentes domésticos e com o lodo de sistemas 

de tratamento biológico. Entre outros fatores, perceberam a interação da 

prata com materiais orgânicos dissolvidos e com o próprio lodo, sendo 

que este está relacionado a pHs levemente ácidos. Materiais orgânicos 

estão sempre presentes em águas residuárias e a sua interação com 

NPAg contribui para a redução do seu potencial inibitório. Outro fator 

que colabora para a redução do efeito tóxico em culturas mistas são 

sulfetos, que se ligam facilmente com o íon de prata, reduzindo em mais 

de 80% a inibição gerada por NPAg (CHOI et al., 2009).  

Mais um comportamento diferente entre as duas culturas 

utilizadas, pura e mista, está relacionado a inibição gerada por diferentes 

concentrações de nanopartícula ou do íon. Observando os gráficos 

representados em: Figura 10 (página 80), Figura 18 (página 95) e Figura 

21 (página 99) observa-se que tal correlação é linear na cultura pura e 

segue um polinômio de segunda ordem nos casos de cultura mista. 

Comprovando mais uma vez que a complexidade de sistemas de 

nitrificantes, próximos aos reais, interfere na ação deste composto 

tóxico, com as inúmeras espécies presentes na biomassa apresentarem 

diferentes sensibilidades.  

Ao analisar-se a expressão dos genes pesquisados na cultura de 

Nitrosomonas europaea com os resultados obtidos na cultura mista, 

pode-se principalmente relacionar o comportamento de redução da 

oxidação do íon amônio, pois o comportamento é análogo. A expressão 

do gene responsável pela formação da enzima amônia monooxigenase é 

reprimida na presença de NPAg e Ag
+
 nas concentrações estudadas pela 

cultura pura. Nos gráficos mostrados na Figura 16 (página 93) e na 
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Figura 19 (página 98) nota-se nitidamente a inibição da oxidação da 

amônia a medida que a concentração de prata aumenta, provavelmente 

devido a repressão desses genes. Comportamento semelhante teve o 

gene hao2, que codifica a enzima hidroxilamina oxidoredutase, 

responsável pela formação do nitrito após a formação da hidroxilamina, 

que possui maior inibição com concentrações maiores de prata. No caso 

da inibição em processo contínuo com 4,53 mg Ag_NPAg.L
-1

 também 

houve inibição da oxidação da amônia. Provavelmente a amônia 

monoxigenase também foi reprimida neste, caso, reduzindo a velocidade 

de oxidação da NH4
+
.  

Deste modo, conclui-se que a pesquisa com cultura pura é um 

guia para compreendermos o que pode ocorrer em sistemas mais 

complexos, indicando comportamentos na presença de compostos 

tóxicos, sendo mais fáceis de compreender os resultados devido a sua 

simplicidade. No entanto, pesquisas em sistemas complexos como o 

estudado aqui refletem problemas reais que podem ocorrer de fato em 

instalações que visam tratar águas residuais.  

A nanopartícula de prata possui muitas variações (tamanho, 

recobrimento, forma, etc.) que influenciam na sua capacidade 

antimicrobiana. O meio em que ela está inserida também gera diferentes 

reações toxicológicas, sendo que esse estudo indica algumas 

consequências que a liberação desta substância ao meio pode causar.  
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6 CONCLUSÕES  

• A partir desse estudo pode-se concluir que a inibição gerada por 

nanopartículas de prata e seus respectivos íons aumenta com o aumento 

de sua concentração, tanto para cultura pura, quanto para a mista; 

• Para a cultura pura, a formação de nitrito foi inibida 

completamente na presença de AgNO3 (íons de prata). Quando o ensaio 

continha nanopartículas de prata, quanto maior a concentração de 

NPAg, menor a velocidade de formação de nitrito. Essa cultura parece 

se adaptar a presença de NPAg, uma vez que todos os casos produziram 

aproximadamente a mesma concentração de nitrito;  

• A análise da expressão gênica permitiu verificar que a presença 

de íons e nanopartículas de prata inibem a atividade da Nitrosomonas 

europaea, através da redução da atividade enzimática da amônia 

monooxigenase. E está ligada a concentração de nanopartícula, em 

concentrações baixas não há alteração da expressão de alguns genes, 

sendo possível ocorrer a oxidação da amônia e a formação de nitrito. 

Indicaram também que existe a possibilidade de formar gases de efeito 

estufa, na presença desse tóxico pela oxidação da hidroxilamina para o 

óxido nítrico; 

• A nanopartícula de prata utilizada nos ensaios de cultura mista 

possui as seguintes características:  potencial zeta de -26,1±0,65 mV, 

diâmetro médio de 44 nm e formato, em geral, esférico; 

• A inibição em processo em batelada perante a comunidade 

enriquecida de bactérias oxidadoras de amônia teve maior impacto pelos 

íons de prata, sendo que o KI50 foi de 0,357 mg AgNO3.L
-1

 e para as 

nanopartículas foi de 10,75 mg Ag_NPAg.L
-1

. Já na cultura pura esse 

valor foi 0,85 mg Ag_NPAg.L
-1

. Indicando que a maior complexidade 

do meio presente no cultivo de culturas mistas é capaz de reduzir a 

capacidade inibitória da NPAg; 

• Durante os ensaios de inibição em processo contínuo pode-se 

observar que concentrações não totalmente inibitórias nos ensaios de 

inibição em batelada causam colapso do sistema nitritante a longo prazo, 

devido ao acúmulo de amônia, composto conhecidamente tóxico em 

concentrações elevada; 

• A avaliação da influência do tempo de exposição da NPAg 

sobre a cultura nitritante mostrou uma independência desse fator sobre a 

microbiota, sendo que a inibição gerada depende exclusivamente da 

concentração de prata adicionada.  
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7 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

 Avaliar a influência da nanopartícula de prata sobre a expressão 

dos genes de uma cultura enriquecida, com bactérias nitrificantes, 

buscando relacionar tais resultados com dados obtidos em ensaios 

cinéticos; 

 Verificar a inibição em processo contínuo de NPAg sobre uma 

cultura nitrificante, não apenas nitritante, com um meio nutritivo 

mais complexo, sem a remoção de sais normalmente utilizados em 

cultivos; 

 Avaliação do pH sobre a capacidade inibitória de NPAg; 

 Avaliar a influência da concentração celular nos níveis de inibição 

pela NPAg; 

 Verificar as diferentes vias de síntese de NPAg e como elas 

influenciam as bactérias nitrificantes.   
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9 ANEXO 

9.1 ANEXO 1- ENSAIO ABIÓTICO 

9.1.1 Teste abiótico com nanopartículas de prata 

 
Tabela 21 Variação da concentração de nitrogênio amoniacal em ensaio abiótico 

com NPAg.   

 Concentração de nanopartícula de prata (mg Ag_NPAg.L
-1

) 

Tempo 

(h) 
0 5 10 15 20 25 30 

 Concentração de nitrogênio amoniacal  (mg N_NH4
+
.L

-1
) 

0 172,60 171,21 175,14 170,06 172,60 174,68 176,75 

2 166,83 163,14 164,06 155,76 166,83 164,99 176,06 

4 166,37 168,91 166,83 169,14 166,37 167,99 177,44 

6 159,68 151,38 152,99 150,68 159,68 156,22 159,68 

8 158,76 163,83 162,22 161,76 158,76 169,60 156,45 

10 158,76 158,99 155,07 159,91 158,76 155,07 164,06 

12 162,45 167,99 158,99 171,91 162,45 169,37 168,91 

Média 163,63 163,63 162,18 162,75 163,63 165,41 168,48 

Desvio 

padrão 

5,21 6,79 7,51 7,98 5,21 7,27 8,64 

 
Tabela 22 Variação do pH em ensaio abiótico com NPAg.   

 Concentração de nanopartícula de prata (mg Ag_NPAg.L
-1

) 

Tempo 

(h) 
0 5 10 15 20 25 30 

 pH 

0 8,41 8,25 8,31 8,2 8,41 8,18 8,22 

2 8,94 8,9 9,02 8,9 8,94 8,92 8,92 

4 9,03 9,01 9,02 8,89 9,03 8,97 9,02 

6 8,79 8,7 8,8 8,71 8,79 8,71 8,64 

8 8,77 8,85 8,9 8,7 8,77 8,79 8,78 

10 8,79 8,68 8,67 8,55 8,79 8,63 8,59 

12 8,52 8,51 8,53 8,4 8,52 8,45 8,27 

 
Tabela 23 Variação do OD em ensaio abiótico com NPAg.   

 Concentração de nanopartícula de prata (mg Ag_NPAg.L
-1

) 

Tempo 

(h) 
0 5 10 15 20 25 30 

 OD (mgO2.L
-1

) 
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0 10,33 9,65 9,72 9,55 10,33 9,85 9,83 

2 7,81 7,6 7,63 7,1 7,81 7,71 7,6 

4 7,99 7,21 7,43 7,73 7,99 8,56 8,46 

6 10,15 8,98 8,7 8,56 10,15 8,5 8,67 

8 9,09 8,49 8,7 8,45 9,09 9,08 9,24 

10 8,32 8,35 7,93 7,95 8,32 8,69 8,5 

12 9,83 9,11 9,3 9,15 9,83 8,75 8,7 

 

9.1.2 Teste abiótico com íons de prata 
 

Tabela 24 Variação da concentração de nitrogênio amoniacal em ensaio abiótico 

com Ag
+
.   

 Concentração de nanopartícula de prata (mg Ag
+
_AgNO3.L

-1
) 

Tempo 

(h) 
0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 

 Concentração de nitrogênio amoniacal  (mg N_NH4
+
.L

-1
) 

0 172,60 174,68 176,75 167,52 181,13 178,83 

2 166,83 164,99 176,06 170,98 170,06 162,68 

4 166,37 177,44 163,60 174,91 173,98 178,83 

6 159,68 156,22 159,68 160,14 163,14 163,14 

8 158,76 169,60 156,45 170,06 164,29 173,52 

10 158,76 155,07 164,06 161,53 166,37 175,14 

12 162,45 169,37 168,91 171,68 181,37 172,14 

Média 163,63 166,77 166,50 168,12 171,48 172,04 

Desvio 

padrão 

5,21 8,59 7,79 5,45 7,60 6,72 

 
Tabela 25 Variação do pH em ensaio abiótico com NPAg.   

 Concentração de nanopartícula de prata (mg Ag
+
_AgNO3.L

-1
) 

Tempo 

(h) 
0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 

 pH 

0 8,41 8,18 8,22 8,24 8,2 8,4 

2 8,94 8,92 8,92 9,02 8,91 8,92 

4 9,03 8,97 9,02 9,06 8,92 8,86 

6 8,79 8,71 8,64 8,69 8,64 8,59 

8 8,77 8,79 8,78 8,77 8,74 8,67 

10 8,79 8,63 8,59 8,6 8,53 8,48 

12 8,52 8,45 8,27 8,35 8,39 8,31 

146



 

 

 

 
Tabela 26 Variação do OD em ensaio abiótico com NPAg.   

 Concentração de nanopartícula de prata (mg Ag
+
_AgNO3.L

-1
) 

Tempo 

(h) 
0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 

 OD (mgO2.L
-1

) 

0 10,33 9,85 9,83 9,77 9,78 9,7 

2 7,81 7,71 7,6 7,62 7,69 7,3 

4 7,99 8,56 8,46 8,34 8,2 8,33 

6 10,15 8,5 8,27 8,67 8,23 8 

8 9,09 9,08 8,87 9,24 9,23 8,26 

10 8,32 8,69 8,61 8,5 8,44 8,25 

12 9,83 8,75 8,7 8,95 8,75 8,22 
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9.2 ANEXO 2- LAUDO DE CONTROLE DE QUALIDADE DA 

NANOPARTÍCULA DE PRATA 
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