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RESUMO

Os nanomateriais estdo sendo amplamente utilizados em nosso
cotidiano, com diferentes finalidades. A nanoparticulas de prata (NPAQ)
é conhecida por suas propriedades antimicrobianas e € uma das mais
comuns em produtos de consumo, tais como tecidos utilizados em
roupas para pratica de esportes, produtos médicos, produtos para bebés e
muitos outros. O uso generalizado de NPAg pode aumentar sua
liberacdo para ambientes naturais e as estacBes de tratamento de aguas
residudrias, onde podemos encontrar bactérias do ciclo do nitrogénio.
Entre elas sdo bactérias oxidadoras de amoénio (BOA), que sdo
consideradas extremamente sensiveis as mudancas no ambiente. Como
as NPAgs afetam a atividade dessas bactérias, importantes agentes
reguladores do nitrogénio na natureza, este trabalho visa avaliar sua
inibicdo em processo em batelada e em processo continuo perante uma
cultura pura de Nitrosomonas europaea e também uma cultura
enriquecida em BOA, utilizando nanoparticula comercial. Para isso
foram feitos testes inibicdo em batelada e em continuo, de tempo de
exposicao, testes cinéticos, de microscopia e expressdo génica, expondo
a bactéria & NPAg e Ag’. Os ensaios com cultura pura, nas
concentragdes de 0,075 mgAgNOz L™ (fon de prata), 0,075, 0,25, 0,50 e
0,75 mgAg_NPAgL™ Os resultados indicaram que as NPAg
apresentam toxicidade elevada sobre a N. europaea, reduzido a
velocidade de oxidacido de amdnia de 80,95 mgNO,.L™".d™ para 46,43
mgNO,".L™.d" quando exposto & 0,75 mgAg_NPAg L™ (inibicéo foi de
42%). A concentracdo necessaria para inibir a atividade em 50% (KI50)
foi de 0,85 mgAg_NPAg.L™. ions de prata geraram 100% de inibic&o
da cultura. A expressdo génica corroborou com esses resultados,
indicando que existem outros caminhos metabdlicos sendo utilizados
pela bactéria na presenca desse toxico, podendo haver formacédo de N,O,
gés do efeito estufa. A cultura mista também apresentou maior
suscetibilidade ao Ag® do que & NPAg, sendo que a concentracio
necessaria para inibir 50% da atividade foi de 0,36 mgAgNO3.L™ e
10,75 mgAg_NPAgL™, quase 30 vezes maior. Através de imagens
produzidas MEV foi possivel observar que a NPAg age sobre a
membrana celular, causando ruptura da mesma em elevadas
concentragdes. Ja o ion ndo apresentou danos relevantes a superficie da
bactéria, agindo internamente. A comunidade nitritante perdeu atividade
ap6s a exposicdo continua & 4,35 mgAg_NPAg L™, indicando que o
acUmulo de ambnia, devido a reducdo da atividade bacteriana com



consequente esgotamento do sistema estudado. Por fim, um teste de
tempo de exposicao indicou que a toxicidade da NPAg é exclusivamente
dependente da dose aplicada, sendo independente do tempo de
exposicéo.

Palavras-chave: inibicdo, expressdo génica, nanoparticulas de prata,
nitritacdo, bactérias oxidadoras de amédnia.



ABSTRACT

Nanomaterials are being widely used in our daily lives, with different
purposes. Silver nanoparticle (NPAQ) 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 AgNO; L™ (silver ion), 0.075, 0.25, 0.50 e 0.75 mgAg_NPAg L™
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 mgNO, L
'd® |in control, to 46.43 mgNO,.L™.d" when exposed to 0.75
mgAg_NPAg L™ (42% of inhibition). NPAg concentration needed to
reduce bacterial activity in 50% (KI50) was 0.85 mgAg NPAg.L™
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 N,O, a greenhouse gas. The mixed culture also
showed higher susceptibility to silver ion than NPAg. Wherein the KI50
was 0.36 mgAgNO3.L™ and 10.75 mgAg_NPAg.L™, 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™, 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.
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1 INTRODUCAO

Particulas que possuem tamanho entre 1 e 100 nm, sdo chamadas
nanoparticulas. Essas estdo cada vez mais presentes no nosso cotidiano,
em produtos quimicos, em equipamentos médicos e em produtos de
consumo direto (protetores solares, tintas, tecidos, utensilios de cozinha,
entre outros). Nanomateriais possuem potencial para melhorar a
qualidade do ar, da &gua e do solo. Porém, a producéo, uso e disposi¢éo
devem ser controlados, uma vez que, apesar de possuir aplicacbes
benéficas, eles podem ser prejudiciais tanto para 0 homem quanto para o
meio ambiente (BISWAS e WU, 2005).

O consumo de nanoparticulas em bens de consumo ainda é
crescente. Em 2006 o inventério publicado pelo projeto chamado The
Project on Emerging Nanotechnolgies (http://www.nanotechproject.org/
news/archive/9231/ - acessado dia 02/06/2013; WIINHOVEN et
al.,2009) apontava 212 produtos com nanoparticulas na sua composicdo
e, se continuarmos com o mesmo nivel de crescimento que temos hoje,
em 2020 serdo 3400 produtos consumiveis com nanoparticulas. No
mesmo documento, a organizagao indica que as nanoparticulas de prata,
devido suas propriedades antimicrobianas, sdo as mais utilizadas em
produtos de consumo direto (24% dos itens listados no inventario). O
mesmo projeto (http://www.nanotechproject.org) apresenta documento
com as mais diversas aplicacfes de nanoparticulas de prata, desde
embalagens de produtos alimenticios, produtos esportivos (toalhas e
tecidos), meias, mamadeiras, canecas, produtos de computagdo,
peliculas para proteger telefones celulares, entre outros. Deste modo,
observa-se que cada vez mais a nanotecnologia esta presente no nosso
dia-a-dia. Porém, como isso pode afetar a nossa salde e 0 meio
ambiente tem sido uma questdo 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 nanoparticula é liberada desses
produtos em meios liquidos, principalmente. Benn e Westerhoff (2008)
afirmaram que até 1,3 mgAg L™ foram liberadas para a 4gua de lavagem
de meias com NPAg. Kaegi e colaboradores (2010) detectaram a
liberacdo de 0,145 mgAgL™ de fachadas pintadas com tintas com
propriedades antimicrobianas para aguas de chuvas. Como a prata é um
6timo agente antibacteriano, porém ndo seletivo, € capaz de prevenir
contaminag@es bacterianas (hospitais e cozinhas) e também pode afetar
comunidades microbianas fundamentais na natureza, como as bactérias
do ciclo do nitrogénio, presentes no solo e também em sistemas de
tratamento de efluentes liquidos. Deste modo, pesquisas vem sendo
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realizadas para verificar como tais nanoparticulas afetam o sistema de
lodos ativados, na remocdo de matéria orgénica, na nitrificacdo
(ZHANG et al, 2014; YANG et al., 2014; ALITO e GUNSH, 2013) e
também culturas puras de bactérias pertencentes ao ciclo do nitrogénio
(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 inibi¢do usualmente
aplicam-se testes cinéticos, medindo-se consumo de substratos e
formacdo de produtos. Tais testes, avaliam o processo na forma de
causa e efeito, ndo expressando na realidade onde exatamente o
composto téxico estd provocando o efeito da inibicdo. Metodologias
de biologia molecular vem despontando nos trabalhos que estudam
efeitos inibitérios em bactéria. A expressdo dos genes permite verificar
quais genes sdo estimulados ou ndo em determinadas situacdes
adversas ao microrganismo, apontando qual rota metabdlica esta sendo
utilizada, qual esta sendo reprimida ou estimulada. Esse método se
chama reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa
quantitativa (RT-gPCR), o qual é utilizado em culturas puras de
bactérias envolvidas no ciclo do nitrogénio (YANG et al., 2012b).

Entretanto, ainda ndo foi apresentado na literatura dados que
verifiquem a toxicidade de culturas mistas de bactérias oxidadoras de
aménia, utilizando cinéticas de inibicdo em batelada e em processo
continuo Também nado foram detectados nos estudos que analisam a
relacdo entre parametros cinéticos com a expressao génica

O Laboratério de Tratamento Bioldgico de Residuos (LTBR),
pertencente ao EQA (UFSC), vem pesquisando a influéncia de micro
poluentes sobre comunidades bacterianas presentes em tratamento de
efluentes. Foi concluido um trabalho que avaliou a influéncia do
antibidtico sulfato de colistina sobre processos microbiolégicos de
tratamento de efluentes, avaliando a toxicidade aguda e cronica sobre
bactérias nitrificantes e metanogénicas (BRESSAN, 2012). Mais
recentemente, foram pesquisados outros compostos que estdo
despontando como possiveis toxicos para processos bioldgicos. Uma
dissertacdo de mestrado, ja disponivel para consulta, verificou o efeito
de nanoparticulas de ferro sobre bactérias oxidadoras de amodnia
(PERAZZOLLI, 2015). Na mesma linha, foi desenvolvido este trabalho,
onde nanoparticulas de prata, conhecidamente um agende
antimicrobiano, foram utilizadas para 0s ensaios com bactérias
oxidadoras de ambnia. Para aprofundar a pesquisa, principalmente na
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area de biologia molecular, fiqguei um ano desenvolvendo minha
pesquisa na Rice University (TX, EUA), sob orientacdo do professor
Pedro J.J. Alvarez.

Assim, no presente trabalho serd investigado a inibicdo de
nanoparticulas de prata sobre culturas de bactérias oxidadoras de
amonia, pura e mista, através de testes de em batelada e em processo
continuo, relacionando os resultados cinéticos, com dados de expresséo
génica dos genes envolvidos no processo de nitritacéo.






2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a inibicdo em processo em batelada e em processo
continuo de nanoparticula de prata comercial sobre bactérias oxidadoras
de amoénia, cultivadas em condicGes controladas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estabelecer uma cultura mista de bactérias oxidadoras de
amonia (nitritantes) em um reator, em escala de bancada, operado em
bateladas sequenciais, visando a obtencdo de biomassa para os testes de
inibigcdo sobre essa cultura;

¢ Avaliar a inibicdo em batelada de diferentes concentracBes de
nanoparticula de prata sobre uma cultura pura de Nitrosomonas
europaea (ATCC 19718) e uma cultura mista enriquecida em bactérias
oxidadoras de aménia;

e Avaliar a inibicdo em processo continuo de nanoparticula de
prata em reator nitritante operado em continuo;

e Avaliar o efeito do tempo de exposicdo de diferentes
concentracbes de nanoparticula de prata sobre a cultura mista
enriquecida de bactérias oxidadoras de aménia (BOA).






3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 NANOPARTICULAS DE PRATA

Nanotecnogia ¢é definida como a sintese, projeto e aplicacdo de
materiais e instrumentos cujo formato e tamanho foram criados em
escala nanométrica, que compartilham de propriedades fisicas,
quimicas, elétricas e mecanicas, diferentes das propriedades do mesmo
material com dimensfes ndo nanométricas (BUZEA et al., 2007). De
acordo com Bhushan (2010), nanoparticulas sdo agregados de atomos
ligados com pelo menos uma dimensdo entre 1 e 100 nm, tipicamente
com 10 — 10° atomos. Tais nanomateriais sdo utilizados nas mais
diversas funcdes, desde produtos diretamente ao consumidor final, como
roupas e utensilios domésticos; usos na medicina, farmacos, na
conservagdo de alimentos e com acdo antimicrobiana (BENN e
WESTERHOFF, 2008; QUADROS et al., 2013; SALATA, 2004; KIM
et al., 2007). Entre os produtos com acdo antimicrobiana estd a
nanoparticula de prata (NPAQ), que aparece em 24% dos produtos com
nanomateriais (www.nanoproject.org, acessado 02/06/2013).

A prata, coloidal ou na forma idnica, como composto
antimicrobiano, é utilizada desde a antiguidade. Ja era empregada na
fabricacdo de jarras para a armazenagem de &gua pelos egipcios e,
também, era conhecida pelos romanos para prevenir infeccdes de
ferimentos. Foi utilizada na primeira guerra mundial, antes da
descoberta do antibidtico (EL-BADAWY et al., 2010, REIDY et al.,
2013). Avangos recentes em nanotecnologia ressaltaram o0 uso da prata
para 0 mesmo fim, na forma de nanoparticulas (RADNIECKI et al.,
2011).

Nanoparticula de prata pode ser recoberta por diversos materiais
a fim de deixa-la mais estavel. J& foram relatados os mais diversos usos,
entre eles, curativos, utensilios de cozinha, como tabua de cortar carnes
e talheres, chupetas para bebés, mamadeiras, na fabricacdo de tecidos
utilizados em artigos esportivos, entre outros (MORONES et al., 2005;
PANYALA et al., 2008; QUADROS et al., 2010).

A seguir serdo abordadas algumas questfes relevantes sobre a
nanoparticula de prata, bem como riscos do seu uso, forma de preparo e,
também, algumas caracteristicas especificas.
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311 Sintese da NPAg e influéncia de suas caracteristicas
no efeito toxico

O modo como a nanoparticula é sintetizada é o que define
algumas de suas propriedades. Variacbes no pH, temperatura,
concentracdo do composto utilizado como fonte de prata, entre outros
fatores, influenciam o tamanho, a forma e a estabilidade da NP. A
sintese pode ser quimica, biolégica (extratos de sistemas vivos) ou
fisica, sendo o processo biol6gico considerado 0 menos agressivo para 0
meio ambiente. Dentre esses tipos, existem varias técnicas para a
producdo de NPAg e algumas delas serdo brevemente descritas aqui.

Um dos sais mais utilizados como precursor de metal para
formagdo de NPAg é o nitrato de prata. Para a reago € necessario um
agente redutor, citrato de sodio, borohidreto de sdédio e hidrogénio
elementar, entre outros, que tenha elétrons disponiveis para reduzir os
ions de prata, formando a nanoparticula (SONG et al., 2009 ABOU EL-
NOUR et al., 2010). Quanto mais forte o agente redutor, mais rapida a
reacdo, menor poderd ser a particula. Compostos tamponantes sdo
utilizados para estabilizar a particula (EL-BADAWY et al., 2010). Um
indicativo que a reacdo esta ocorrendo, formando NPAg, é a coloracdo
marrom amarelada que a solucdo adquire.

A nanoparticula de prata pode ser sintetizada de diversas
maneiras e, portanto, ter diversos tamanhos, formas e revestimentos.
Arnaout e Gunsch (2012) prepararam duas, das trés NPAg testadas por
eles, com revestimento de goma ardbica (GA), citrato de sddio e
polivinilpirrolidona (PVP). Para prepara-las foi necessario, basicamente,
adicionar nitrato de prata, dgua e citrato ou goma arabica. Pode-se
explicar, em linhas gerais que, para preparar a NPAg basta reduzir o
nitrato de prata, em agua, com citrato de sodio, o qual, além de servir
como agente redutor, tem a funcdo de estabilizar a particula. A
concentracdo de citrato utilizada influencia também o tamanho da
particula (HENGLEIN e GIERSIG, 1999). A NP revestida por GA ¢
produto da mistura de goma arabica, agua e nitrato de prata, agitando e
aquecendo, com posteriores centrifugacBes para separar a NP formada,
gue é ressuspensa em agua (ARNAOUT e GUNSCH, 2012). A outra NP
testada por eles é disponivel 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 arabica 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 sédio como estabilizante
(GUZMAN et al., 2008), boroidreto de s6dio (SONG et al., 2009), entre
outros. A maneira de executar a reagdo pode variar conforme o caso.

Outra maneira de se obter NPAg é a biossintese. E um processo
confidvel e de baixo impacto ambiental. Organismos como fungos,
bactérias, virus, diatoméaceas, plantas, ou ainda processos que utilizam
compostos isolados desses seres vivos, podem ser utilizados para
produzir nanoparticulas (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 sdo produtos do
cultivo desses organismos ou extrato de plantas, que possuem
substancias redutoras, capazes de reduzir o sal de prata, produzindo a
nanoparticula. Um exemplo é o uso do extrato das folhas de Azadirachta
indica (Nim) como fonte do composto redutor, capaz de reduzir AGNO;
em no maximo 2 horas, sendo que 0 mesmo extrato possui proteinas que
agem como um bioligante, protegendo as NPs, evitando a aglomeracéo.
Além disso, produzem um composto capaz de tamponar 0 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 sO ja possuem potencial antimicrobiano.
Em ambos os casos, as particulas formadas apresentaram boa
estabilidade e tiveram boa distribui¢do de tamanho.

Outros autores também sintetizaram NPAg a partir de bactérias.
Klaus e colaboradores (1999) produziram a particula internamente, no
espaco periplasmatico da bactéria Pseudomonas stutzeri AG259. Porém,
nesse caso, a purificagdo da NP é mais dificil de que quando ela ¢
produzida externamente. Castro-Longoria e colaboradores (2011)
sintetizaram internamente e externamente nanoparticulas de ouro e de
prata, utilizando o fungo filamentoso Neurospora crassa. Ap6s 0
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, 0S autores citam a presenca de agentes redutores proximo a
parede celular.

H4 ainda o método fisico de produgdo de NPAg, porém, é menos
difundido na literatura. Neste método o metal pode ser evaporado e
condensado em substrato especifico (RODRIGUEZ-SANCHEZ et al.,
2000), porém, esse tipo de producdo é cara e demorada, portanto, pouco
utilizada (EL-NOUR et al., 2010). As nanoparticulas de prata podem ser
produzidas através da subdivisdo de aglomerados metalicos através da
pulverizacdo ou da descarga de arco entre eletrodos metalicos,



produzindo particulas mais puras, devido a auséncia de produtos
quimicos (KHOLOUD et al., 2010; ASHKARRAN, 2010).

E sabido que o efeito toxico da nanoparticulas de prata depende
do tamanho da particula, do revestimento, da forma, atrelando isso a
capacidade de maior ou menor liberacdo de ions de prata (Ag’),
considerados, muitas vezes, mais toxicos que as NPAg (XIU, et al.,
2011).

Pal e colaboradores (2007) investigaram a inibicdo da
nanoparticula de prata nas diferentes formas, perante a Escherichia coli,
uma bactéria gram-negativa. Testaram os formatos: esférico, com
+39nm, alongado (como um bastdo), com 133 nm de comprimento e
+16nm de didmetro, respectivamente, e outro triangular, com o lado
medindo +40nm. Para as triangulares, a massa de 1 pg inibiu quase
completamente a cultura. Para as esféricas, 12,5 pug de NPAg reduziu o
numero de coldnias, mas aproximadamente 100 ug foi necesséaria para a
total inibicdo. Ja para as em formas de bastdes, com 100 pg ainda havia
crescimento bacteriano na placa. Eles atribuem essa diferenca de nivel
de inibicdo ao numero de lados ativos em cada NPAg estudada.

O tamanho da NP também pode influenciar no grau de inibicdo.
Carlson e colaboradores (2008) apontaram que um dos mecanismos de
inibicdo das NPAg, em células pulmonares, € o estimulo da producéo de
espécies reativas de oxigénio por particulas com 15 nm. As demais
particulas testadas, com 30 nm e 55 nm, também apresentaram efeito
inibitério, porém, em menor escala. Quanto maior o tamanho, menor o
nimero de células que sofreram danos. A NP de 30 nm apresentou
danos na funcdo da mitocondria e na integridade da membrana celular.
Para a de 50 nm, os mesmos danos, porém, em menor intensidade.
Tuttle (2012) demostrou que a inibi¢do esté relacionada & maior a area
superficial e ndo a maior massa ou nimero de nanoparticulas na
solucdo.

Outros estudos indicam que o verdadeiro causador de inibi¢do é o
jon de prata e ndo a nanoparticula, em testes considerando que em
ambientes aerados, o ion é liberado facilmente da NPAg (XIU et al.,
2012). Entretanto, muitos outros estudos mostram exatamente 0 oposto,
indicando que a nanoparticula em si, é mais toxica que o ion (CHOI et
al., 2008; ARNAOUT e GUNSCH, 2012), sendo esta questdo ainda
aberta para discussao.
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3.1.2 Riscos ao meio ambiente e & saide humana

O uso de nanoparticulas, particularmente, as nanoparticulas de
prata, aumenta o risco da contaminacdo do meio ambiente devido a sua
acdo bactericida. Benn e Westerhoff (2008) demostraram que meias
contendo nanoparticulas de prata podem perder 100% das NPAg
(equivalente a até 1,3 mgL™) em quatro lavagens, e essas particulas
serdo, eventualmente, direcionadas para agua, solo ou para sistemas de
tratamento biolégico de efluente. As bactérias presentes nestes
ambientes poderdo ter a sua atividade impactada e, ainda, sofrer selecéo,
permanecendo apenas aquelas resistentes a acdo das NPAg (GUPTA e
SILVER, 1998).

A Figura 1 indica a rota de interagdo de nanocompostos com o
ambiente (SOM et al., 2011). Os autores apontam que em toda cadeia de
producdo e consumo de nanomateriais ocorre o risco de liberagdo ndo
intencional, podendo gerar prejuizos a biota e a salde 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
interacGes, dissolucdo, oxidacdo, se transformando, modificando a sua
forma de atuagdo, ndo se sabe ainda como isso pode afetar o0 ambiente
(MITRANO et al., 2015). Devido a isso, se faz necessario compreender
como esses novos micropoluentes agem sobre os microrganismos
responsaveis pela degradacdo da matéria organica e nutrientes.

Figura 1 Ciclo de vida dos nanocompostos (adaptado de SOM et al.,2011).
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engenheirados” ndo sdo corretamente dispostos ao final do seu uso.
Sofrem reciclagem, sdo incinerados ou vao para aterros, sendo esse 0
ponto mais critico pois pode levar a contaminacgdo de corpos hidricos
(CABALLERO-GUZMAN et al., 2015).

Pesquisas tem sido realizadas com o intuito de verificar como
nanoparticulas liberadas no ciclo de vida influenciam os mais diversos
seres. Nesses estudos, em geral, sdo levadas em consideracdo as
concentracBes de nanoparticulas que foram encontradas em rios e
efluentes ou ainda, concentracGes de NPAg lixiviadas de produtos que
as contém.

Morones e colaboradores (2005) pesquisaram o efeito toxico da
prata em bactérias gram-negativas. Detectaram que as particulas
menores que 10 nm sdo capazes de se fixar na superficie da bactéria,
impedindo a respiracdo e a permeabilidade e, também, sdo capazes de
penetrar dentro da bactéria, podendo interagir com compostos de
enxofre e fosforo (como o DNA), com potencial de causar danos a essas
moléculas e, assim como outros estudos, apontaram o ion prata como o
agente que contribui para a inibicdo pela NPAg. Kaegi e colaboradores
(2011) acompanharam o comportamento de NPAg em uma planta de
tratamento de esgotos, composto de tanques aerobios e anaerdbios. No
tanque anaerdbio houve a formacdo de Ag,S a partir de 60% da NPAg
adicionada ao reator, reduzindo a inibicdo causada pela prata, notaram
também que uma parte da NP aderiu ao lodo. Yuan e colaboradores
(2015) verificaram a influéncia da exposi¢do a longo prazo de NPAg,
em um reator de membranas, com zonas anaertbias e aerdbias.
Verificaram que concentracdes de 5 mg NPAg.L™ foram suficientes
para impactar a remogdo de DQO, bem como a remogdo de fdsforo,
reduzindo 10% e 16% na eficiéncia de remocdo de DQO e P,
respectivamente. Além disso, houve uma mudanca na comunidade
bacteriana ao longo do tempo. Os autores detectaram a mudanca 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 embrides e espécies adultas de peixes com
mé formacdo (MUTH-KOHNE et al., 2013; WU et al., 2010) quando
expostos a aproximadamente 1 mgNPAgL™. Plantas comestiveis
(abobrinha e alfafa) tiveram seu desenvolvimento prejudicado e
apresentaram acimulo de prata, que ao serem consumidos pelo homem
e por animais, podem gerar maleficios a saide (STAMPOULIS et al.,
2009; BALI et al., 2010). Devido ao seu tamanho nanométrico, podem
entrar no corpo humano por via respiratoria, digestiva ou por contato na
pele, sendo que em todos esses casos, chegam & corrente sanguinea,
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espalhando a NPAg por todo organismo (TAKENAKA et al. 2001). A
nanoparticula apresenta risco para criangas que entram em contato com
brinquedos, roupas e mamadeiras contendo NPAg, podendo ingeri-las.
Estudos ja detectaram nanoparticulas de prata na urina, suor e saliva
dessas criangas (QUADROS et al., 2013). Em outros casos, pacientes
que foram tratados com curativos especificos para tratar queimaduras
com NPAg, desenvolveram sintomas de hepatotoxicidade e de argiria
(doenca relativa ao acumulo de prata no organismo), apresentando
sintomas como alteracdes na funcdo do figado e na coloracdo da pele
(KIM et al., 2008).

Por conseguinte, o acumulo de prata no organismo pode gerar
problemas de salde, com isso se faz necessario utilizar a prata com
parciménia, seja em medicamentos ou em outros bens de consumo. E
importante também tomar cuidado no manuseio e produgdo das mesmas,
evitando que NP se dispersem no ar, agua e solo, fazendo com que
NPAg possa ser utilizada com suas propriedades benéficas, sem riscos
para 0 ambiente e a salde.

3.2 CICLOBIOQUIMICO DO NITROGENIO

O nitrogénio é essencial para a vida, fazendo parte da
constituicdo de proteinas e &cidos nucleicos em seres vivos (BITTON,
2005). Estd 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 oxidacao, sendo que sua valéncia varia entre -3
(NH,") e +5 (NO3) e as reagdes que levam a oxidacdo ou reducio do
nitrogénio do ciclo sdo realizadas principalmente por microrganismos. A
Figura 2 representa a complexidade desse ciclo, com todas suas
transformacoes.

Esse ciclo tem sido alterado pela acdo do homem. A agricultura,
por exemplo, insere fertilizantes que nitrogénio (entre outros compostos)
no ambiente de maneira desequilibrada, além disso, vastas plantacGes de
leguminosas também contribuem para a fixacdo do nitrogénio em maior
escala do que em ambientes naturais (CANFIELD et al., 2010). N&o
pode ser esquecida a combustdo de combustiveis fosseis 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 aquisi¢do de biomassa, envolve fungos, plantas,
algas e bactérias. Ja o processo dissimilativo (setas em cinza) envolve a
geragdo de energia, quando o nitrato ou nitrito sdo utilizados como
aceptores de elétrons na cadeia respiratéria (THAMDRUP, 2012). Os
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processos de fixagdo, desnitrificacdo e nitrificacdo (oxidacdo da aménia
e do nitrito) ja estdo bem descritos na literatura (MADINGAN et al.,
1997; ATLAS e BARTHA, 2002). Entretanto algumas descobertas em
relacéo a esses processos foram observadas em pesquisas mais recentes.

Na reacdo anammox (Anaerobic Ammonium Oxidation) a aménia
é oxidada, tendo o nitrito como aceptor de elétrons, formando nitrogénio
gasoso. Foi observada experimentalmente pela primeira vez por Mulder
e colaboradores (1995). E uma reacdo autotréfica, que utiliza carbono
inorganico, em condi¢des de limitacdo de oxigénio, para que ocorra a
remocdo de nitrogénio (VAN HULLE et al., 2010). Entretanto é um
processo muito sensivel, deve ser muito bem controlado para que ocorra
com boa eficiéncia.

Figura 2 Esquema representativo do ciclo do Nitrogénio. Processo de
assimilacdo estd em verde, dissimilatério em cinza. As demais cores
representam processos relatados recentemente. As flechas pontilhadas indicam
trocas entre 0 meio aerébio e anaerébio. RDNA — Redugdo Dissimilatéria do
Nitrato para Aménia (adaptado de THAMDRUP, 2012).
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Outra etapa que ndo é normalmente vista nos ciclos de N, é a
desnitrificagdo via metano. Que € a oxidacdo do metano via reducdo do
nitrito, formando N,. 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
responsavel por esta etapa ainda ndo foi isolada. O processo RDNA
(reducdo dissimilatéria do nitrato para aménia) € realizado com a
oxidacdo de carbono orgénico, em ambiente andxico, podendo ser um
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processo fermentativo que pode ser realizado por fungos (THAMDRUP,
2012).

Dentre todas essas etapas, a nitrificacéo e a desnitrificacdo sdo as
mais encontradas nos sistemas de tratamento de efluentes que visam a
remocdo de nitrogénio. Nesses processos 0 nitrogénio amoniacal é
convertido a nitrito e a nitrato pelas bactérias oxidadoras de amoénia,
tendo o oxigénio como aceptor de elétrons (nitrificagdo), em seguida, a
desnitrificagdo, onde o nitrato é transformado em nitrogénio gasoso,
sendo reduzido por matéria organica ou outros compostos doadores de
elétrons, como tiossulfato e sulfetos. Em ambos processos € possivel
produzir N,O, um gas de efeito estufa. No caso da nitrificacdo essa
producdo € reportada, é chamada de “desnitrificacdo nitrificante” onde,
em determinadas condigdes de concentracdo de oxigénio, alta
salinidade, por exemplo, esse gas € produzido (CHANDRAN et al.,
2012; ZHAO et al., 2014).

A etapa de nitrificagdo é conhecida por ser a parte mais sensivel
deste processo, sendo a etapa limitante na remocdo de nitrogénio. Um
dos motivos € o seu crescimento lento (processo autotréfico) e, também,
a sua susceptibilidade as variaces nas condicGes ambientais. Pequenas
alteracGes na composi¢do do meio, no pH, na temperatura ou a presenga
de compostos toxicos pode afetar na eficiéncia dessa etapa (BERNET e
SPERANDIO, 2009). Atualmente, vem aumentando a preocupagao com
a presenca de micropoluentes, como hormonios, antibiéticos e mais
recentemente, nanoparticulas. Alguns estudos ja mostraram que essa
etapa é afetada pela presenca de nanoparticulas de prata, ao contrario da
desnitrificagdo que praticamente ndo sofre alterac@es na presenca deste
toxico (LIANG et al., 2010). Tendo em vista 0 escopo desse trabalho,
serd explanado aqui apenas esta etapa transformacgdo do ion aménio a
nitrito e a nitrato, ou seja, a nitrificacao.

3.2.1 Nitrificacdo

A oxidacdo da amdnia e do nitrito, que comp@e as etapas da
nitrificacdo, pertencente ao ciclo do nitrogénio (Figura 2), ocorre em
ambientes naturais, realizado por bactérias presentes no solo, aguas
marinhas e continentais (BERNET e SPERANDIO). Caso essa etapa
seja inibida pela presenga de compostos toxicos havera acumulo de
amdnia ou nitrito no solo, desequilibrando todo o ciclo.

A nitrificacdo € um processo estritamente aerdbio, realizado por
bactérias quimiolitotrdficas, de crescimento lento. Possui duas etapas, a
primeira € realizada por bactérias oxidadoras de amobnia (BOA) e a
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seguinte por bactérias oxidadoras de nitrito (BON) (BERNET e
SPERANDIO, 2009). A nitritagio, oxidacio da amébnia até nitrito
(Equacdo 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 oxidagdo 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 género Nitrospira predomina (DAIMS et al.,
2000).

As reacfes a seguir demostram a reagdo de nitritagdo (Equacéao 1)
e de nitratacdo (Equacdo 2), incluindo o anabolismo. A Equacdo 3
mostra a equacao global da nitrificacdo (HENZE et al., 1997).

55NH," +760, +109HCO; > CsH;,0,N + 54NO, +57H,0 + 104H,CO4
Equagéo 1

400NO,” +NH," +4H,CO; +HCO; +1950,> CsH-O,N + 3H,0 +
400NO3 Equagéo 2

Equacao global

NH," +1,830, +1,98HCO3 = 0,021CsH;0,N +0,98NO;5" +1,041H,0 +
1,88H,CO3 Equacdo 3

Como € observado nas reagdes, esse é um processo em que ocorre
0 consumo de alcalinidade (neste caso, representado por bicarbonato),
sendo necessario, 11,88 mgNaHCOs/mgN_NH," na etapa representada
pela Equacdo 1. E um processo com baixo crescimento celular, gerando
apenas 0,145 mg de CsH;O,N a cada mg de N amoniacal oxidado na
nitritacdo e 0,020 mg de célula é formada na segunda etapa, nitratacéo.
O consumo de oxigénio na oxidacdo da amoénia é de 3,158
mgO,.(mgN_NH,)?, e na oxidacio do nitrito é de 1,114
mgO,.(mgN_NO,)™

Algumas condigdes ambientais podem afetar a atividade dessas
bactérias, a seguir serdo discutidas algumas delas. O pH ideal para a
nitrificagdo esta entre o neutro e o levemente alcalino, na faixa de 7,5 a
8,0 (GIESEKE et al., 2006). VariacGes de pH podem alterar o equilibrio
guimico do meio. Os equilibrios mais importantes sdo dos substratos,
das BOA (NH,/NHs) e das BON (NO,/HNO,). Sabe-se que 0s
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verdadeiros substratos desses grupos bacterianos sdo aménia livre (NH3)
e 4cido nitroso, respectivamente. Porém, esses mesmos compostos, em
altas concentragdes podem ser inibitorios (BERNET e SPERANDIO,
2009). A Figura 3 mostra este equilibrio. Entre pHs 7 e 8 a concentragdo
de &cido nitroso é praticamente nula; ja para pHs abaixo de 6 a
concentragcdo de HNO, aumenta, podendo causar inibigdo no sistema
nitrificante (SCHMIDELL e REGINATTO, 2007). Para o equilibrio
NH,*/NHs;, em pH neutro ou acido encontra-se a forma ionizada, e a
medida que o pH fica mais basico a concentracdo de amoénia livre
aumenta. A atividade das bactérias nitritantes é inibida entre 10 e 150
mg NHz L™ e para as nitratantes esse valor é bem menor, entre 0,1 e 1
mg NHs L™, indicando que as oxidadoras de nitrito apresentam maior
inibicdo que as oxidadoras de aménio (SCHMIDELL e REGINATTO,
2007).

Outro fator que impacta o crescimento tanto das BOA quanto das
BON ¢ a temperatura. Bactérias nitrificantes sdo mesofilicas, tendo
como temperatura 6tima a faixa entre 28 e 36°C (BERNET e
SPERANDIO, 2009). Portanto, é possivel fazer uma selecdo das
bactérias oxidadoras de aménia, controlando a temperatura e o tempo de
retencdo celular. Em temperaturas variando entre 30 e 35°C é possivel
fazer o “wash-out” de BON, acumulando nitrito no reator, desde que
isso seja combinado com limitacdo do oxigénio dissolvido (HELLINGA
etal., 1998; BOUGARD et al., 2006).

Figura 3 Porcentagem de amdnia livre e acido nitroso como N, em relagdo a
concentragdo de ion aménio e nitrito presente (SCHMIDELL e REGINATTO,

2007).
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A concentracdo de oxigénio dissolvido também influencia a
atividade das bactérias oxidadoras de amonia. Sendo que BOA e BON
tem constantes de afinidade ao oxigénio diferentes entre si. As primeiras
possuem um valor menor, ou seja, possuem maior afinidade ao
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oxigénio, o segundo grupo possui um valor maior, portanto, com menor
afinidade pelo substrato. Canziani e colaboradores (2006) sugeriram um
ko, (constante de saturacdo para o oxigénio) de 0,3 mgO,L™" para as
BOAe 1,1 mgOz_L'l para as BON. Isso também auxilia a selecionar as
bactérias nitritantes, quando desejado. Ao limitar o sistema em oxigénio
as BON sofreram maior impacto que as BOA, crescendo mais
lentamente, dando condicGes para que 0 meio seja enriquecido em BOA.

Com a préatica da nitrificacdo parcial, ou seja, a oxidacdo da
amonia apenas até nitrito, a quantidade de oxigénio necessaria para ser
transferida para ao meio é reduzida. Para evitar a oxidagdo 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 apds a selecdo das bactérias
nitritantes, ou seja, apds o wash-out (LOGEMANN et al., 1998). Nesse
caso, além do controle de temperatura e pH, limita-se a transferéncia de
oxigénio através de periodos aerados, intercalados por periodos sem
aeracdo, reduzindo assim a disponibilidade de O,, favorecendo as
bactérias nitritantes (ZDRADEK 2005; FERRETI, 2009; BRESSAN,
2012).

As BOA sdo bem conhecidas fisiologicamente e geneticamente,
tornando-as convenientes para estudar o efeito desses compostos
toxicos. As bactérias nitrificantes, especialmente as oxidadoras de
amonia, também sdo utilizadas como indicadores de compostos toxicos,
atuando como biossensores, pois sdo sensiveis a presenca dessas
substancias, mesmo em baixas concentracGes. Podem ser feitos testes
com bactérias isoladas (WOOD et al, 1981; GRUNDITZ e
DALHAMMAR, 2001; WANG e GUNSCH, 2011) ou entdo
nitrificantes presentes em lodos ativados (CARUCCI et al., 2006).

A Figura 4 mostra um fluxograma das etapas de nitritacéo,
evidenciando os compostos intermediarios e genes responsaveis por
cada etapa. As bactérias quimiolitotréficas oxidadoras de amonia,
formam nitrito, através da oxidacio de NH,’, via hidroxilamina
(NH,OH). Na primeira etapa ocorre a formacéo de NH,OH através da
reducdo de O,, por meio da agldo da enzima ambnia monooxigenase
(AMO). Na segunda etapa, a reacdo é catalisada pela hidroxilamina
oxidoredutase (HAO), ocorrendo a oxidacdo da hidroxilamina para
nitrito. A nitritacdo também é um processo capaz de produzir o 6xido
nitroso, gas de efeito estufa (Figura 2). O 6xido nitroso (N,O), pode ser
formado por duas rotas metabdlicas: uma delas é através da oxidagao
incompleta de NH,OH para NO,’, onde a formagdo do N,O ¢ catalisada
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pela agdo da hidroxilamina oxidoredutase (HAQO), tendo o NO como
intermediario, também pela acdo da enzima ou pela decomposi¢do
quimica da hidroxilamina. O outro caminho é a reducdo do nitrito a
oxido nitrico (NO) e 6xido nitroso (N,O) (CHANDRAN et al.,2012;
ZHAO et al., 2014). A producéo do N,O é vinculada a acdo dos genes
nirkK e norCBQD que codificam a nitrito redutase e a dxido nitrico
redutase, respectivamente (CHAIN et al., 2003).

Figura 4 Etapas da reagao de nitritagdo e seus caminhos metabdlicos (adaptado
de CHANDRAN et al., 2011)
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O conhecimento do caminho metab6lico da nitritacdo, e das
enzimas envolvidas em cada etapa, é relevante para a abordagem da
expressdo dos genes presentes nesse processo. Assim, é possivel
relacionar os caminhos metabdlicos utilizados pelas BOA em situagdes
adversas.

3.3 MECANISMOS DE INIBICAO DA NANOPARTICULA DE
PRATA

O mecanismo causador da inibicdo pela NPAg ainda ndo esta
bem estabelecido na literatura. Pode se dar tanto por ions de prata,
guanto por nanoparticulas e essa diferenca entre as inibicdes tem sido
discutida amplamente e, mesmo com os diversos estudos, ainda existem
questBes controversas em relagao a isso.

Existem diversos mecanismos de acdo relacionado apenas a
nanoparticula de prata, dependendo de fatores como tamanho,
recobrimento e forma da NPAg. Elas também podem formar
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este composto. Este processo faz com que as nanoparticulas se tornem
maiores e assim liberem menos ions, influenciando o grau de inibicdo
gerado por elae. Logo, para evitar esse processo, utilizam-se
revestimentos para aumentar a estabilidade da nanoparticula (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 a bactéria devido a sua interacao
com compostos que contém enxofre presentes nas proteinas da
membrana celular, afetando a permeabilidade da mesma, prejudicando
as trocas e a respiracdo. Khan e colaboradores (2011) investigaram a
influéncia da salinidade e do pH do meio na interacdo da NPAg com as
proteinas extracelulares da bactéria. Em pH levemente basicos (no
maximo 8) as nanoparticulas possuem potencial zeta positivo e as
proteinas extracelulares possuem carga negativa, havendo uma atracdo
entre as duas partes, fazendo com que elas interajam entre si. Ja a
salinidade acima de 0,1 M de NaCl acarreta a repulsdo entre as NPAg e
a bactéria, jA que ocorre a modificacdo da carga superficial da NP.
Wigginton e colaboradores (2010) verificaram que as NPAg sdo capazes
de se ligar a proteina, reduzindo a atividade enzimatica.

Uma vez presente na superficie da bactéria, a nanoparticula pode
tanto entrar na bactéria através dos poros presentes na sua superficie 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
fésforo, como o DNA, podendo danifica-lo e impedindo que a bactéria
de reproduza de forma apropriada, podendo inclusive gerar a morte
bacteriana. Particulas menores (<10 nm) podem passar pela membrana
celular e inibir o crescimento celular. Choi e Hu (2008) detectaram que
particulas com 5 nm sdo capazes de passar pelos poros da membrana,
causando danos aos constituintes celulares e ao metabolismo. Ha relatos
também da internalizacdo de NPAg por nematoides, gerando
incapacidade de expelir os ovos, fazendo com que eles eclodam
internamente (MEYER et al., 2010).

As nanoparticulas de prata sdo capazes de induzir a formagéao de
espécies reativas de oxigénio, que faz com que seja estimulado o
mecanismo antioxidante celular, que pode danificar o DNA, induzindo a
morte celular sem danos & membrana (KIM et al., 2007). Também pode
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danificar as trocas que ocorrem na mitocondria (STENSBERG et al.,
2011), gerando acumulo intracelular de radicais livres e dissipagdo da
forca motriz dos prétons para a geracdo de ATP. Deste modo, nota-se
em geral, que ainda ha muita divida quanto a forma de acdo da
nanoparticula, havendo varios mecanismos propostos. Porém, o que
parece mais aceito sdo os estudos que apontam para a producdo de
espécies reativas de oxigénio.

Além de todos esses mecanismos propostos, a inibicdo gerada
pela NPAg ainda pode estar relacionada a dissolugéo de ions de prata a
partir das nanoparticulas. Choi e colaboradores (2008), por exemplo,
testaram a mesma concentra¢do de nanoparticulas de prata e de ions de
prata (1 mgAgL™) e encontrou inibicdo de aproximadamente 41% e
13% na nitrificacdo, respectivamente; indicando que as NPAg sdo mais
toxicas que o0s ions, para uma biomassa proveniente de lodo ativado. No
entanto, isso ndo pode ser tomado como verdade absoluta devido aos
diversos outros estudos que apontam na dire¢do oposta. Beer e
colaboradores (2012) verificaram que o efeito tdxico da nanoparticula
ou do ion de prata estd relacionada com a concentragdo destes em
solucdo. Ou seja, quando a concentracdo dos ions é baixa, NPAg ainda
apresentara contribuicdo na inibicdo, porém, quando a fracdo de ions for
maior (>5,5%) a contribui¢do das nanoparticulas na inibigdo microbiana
é reduzida.

Outros autores apontam que a dissolucdo oxidativa das
nanoparticulas na agua esta diretamente ligada a sua capacidade de gerar
inibicdo. Na presenca de oxigénio as NPAg sdo oxidadas, liberando
Ag’, podendo gerar espécies reativas de oxigénio atuando como agentes
antimicrobianos, destruindo é&cidos nucleicos, proteinas, enzimas,
lipidios, causando a morte celular. Xiu, e colaboradores (2012)
mostraram que a presenca de oxigénio faz com que ions de prata sejam
liberados das nanoparticulas, 0 que ndo acontece em anaerobiose. Este
autor expos a bactéria Escherichia coli a diferentes concentrages de
NPAg, em aerobiose e em anaerobiose. Observou que apenas em
aerobiose, houve reducdo da atividade dessas bactérias. Também
detectou a presencga de ions de prata nesses casos (aerados), indicando
gue na verdade, a inibicdo se deve a liberacdo de ions de prata, e ndo da
nanoparticula em si.

Os ions de prata podem interagir com grupos tiol de enzimas e de
bases contendo fésforo, deste modo, quando NPAgs quando presentes
no espaco intracelular é possivel que a interacdo da prata com DNA
impeca ou prejudique a sua divisdo, causando a morte celular (FENG et
al., 2000; WIINHOVEN et al., 2009). Holt e Bard (2005) verificaram
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gue a presenca de fons de prata, numa cultura de Escherichia coli
prejudica a cadeia respiratoria. Para concentragbGes baixas do ion (<
10uM) ocorre um aumento da respiracdo, pois Ag* gera um colapso do
gradiente de prétons (a membrana citoplasmatica se torna permeavel aos
prétons, pois a prata interage com proteinas ligadas a membrana). Para
tentar compensar, a célula respira mais rapido, na tentativa de produzir o
gradiente. Entretanto, isso ndo ocorre, levando a morte celular. Outra
maneira gerar inibicdo pelos ions de prata é pela atracdo desse pela
carga negativa da parede celular bacteriana, gerando espécies reativas de
oxigénio que levam a lise celular (MATSUMURA et al., 2003; CHOI et
al., 2008).

Portanto, 0 mecanismo que gera inibicdo ainda é questionavel,
havendo varios fatores a serem verificados como tamanho da
nanoparticula, revestimento, tempo de exposi¢do, concentragdo dos ions
de prata, tanto sozinhos como na suspensdo de NPAg, entre outros, que
podem afetar a forma com que a prata age sobre 0s seres Vivos.

3.4 NANOPARTICULAS DE PRATA E SUAS IMPLICACOES
NA NITRIFICACAO

Apesar das nanoparticulas serem importantes para o0
desenvolvimento de novos materiais e, mesmo utilizando uma
guantidade minima 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 biogeoquimicos (ciclo do carbono e nitrogénio, por exemplo).
A reducdo da atividade dessas bactérias pode levar ao desequilibrio
desses elementos (FABREGA et al., 2011).

Algumas bactérias que compde o grupo de organismos
participantes de processos de degradacdo bioldgica do efluente, estdo
sujeitas a presenca de nanoparticulas de prata que sdo lixiviadas dos
inimeros produtos que as contém. Isso pode influenciar a atividade das
bactérias nitrificantes, pertencentes ao ciclo do nitrogénio. No entanto,
as informagdes sobre isso sdo contraditorias. Alguns autores encontram
inibicdo elevada e outros, baixa. Choi e colaboradores. (2008)
cultivaram em um reator com agitacdo bactérias nitrificantes
(oxidadoras de amonia) que foram expostas a NPAg, ions de Ag* e
coloides de AgCl, todos com concentracdo de 1 mgL™. A biomassa
apresentou inibicdo da atividade respiratoria em 86+3%, 42+7% e
46+4%, respectivamente, ou seja, a inibicdo mais relevante foi para as
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NPAg. Ja Xiu ee colaboradores (2012) afirmam que a atividade
antimicrobiana das NPAg € minima quando comparada aos ions.

Fabrega e colaboradores (2011) ressaltaram que € pouco
conhecido o mecanismo que gera toxicidade das NPAg, sabendo-se
apenas que sdo particulas tdo pequenas que podem gerar bioacumulacéao
com maior relevancia que o cation Ag”.

O tamanho das nanoparticulas também se mostrou importante
para o efeito toxico Radniecki e colaboradores (2011) verificaram que
particulas menores de prata (20 nm) sdo mais tdxicas que particulas
maiores (80 nm) em uma cultura pura de Nitrosomonas europaea.
Observaram também que a inibicdo se deve a liberacdo de prata
dissolvida das nanoparticulas.

Yuan e colaboradores (2013) verificaram a inibicdo da NPAg
sobre bactérias nitrificantes (cultura pura Nitrosomonas europaea) em
diferentes suspensdes com particulas. Duas delas continham particulas
com 7 nm de diametro e uma terceira com particulas de 40 nm,
revestidas de adenosina trifosfato dissédico (Na,SO-ATP), alcool
polivinilico (PVA) e Na,ATP, respectivamente. Além de observarem
gue as nanoparticulas causam danos a parede celular
bacteriana,demonstraram também que as particulas com menor tamanho
e revestidas com ATP apresentaram maior dissociacdo da prata, ji a
particula maior, com 40 nm, foi a que menos liberou ions prata. Os
autores argumentaram que o0 ocorrido deveu-se a diferenca no
revestimento da nanoparticula e que particulas menores tem area
superficial maior. Porém, a particula com PVA7, com menor tamanho e
menor liberag¢do de prata gerou maior inibicdo, indicando que o dano foi
causado pelas nanoparticulas e ndo pelo ion de prata. Além disso, a
formag&o de proteinas essenciais foi inibida pela prata.

Liu e Hurt (2010) utilizaram NPAg estabilizadas com citrato. E
os autores verificaram que dissolucdo de prata das nanoparticulas
aumenta ao longo do tempo, na presencga de oxigénio. Em anaerobiose
isso ndo ocorre, sugerindo que é necessario 0 oxigénio para iniciar a
liberacdo da prata. Demonstraram também que a dissociacdo da prata é
altamente dependente do pH. Em pH mais acidos (menores que 6, em
ambientes com oxigénio) a dissolu¢do é acentuada; porém, em pH
superior a 7,4 a concentracdo de prata dissolvida cai. Isso indica que a
dissolucdo da prata é dependente tanto da presenca de oxigénio como da
presenca de préotons. Eles também relatam que ions de prata podem
adsorver sobre a superficie da nanoparticula de prata, reduzindo a sua
presencga na solucdo. Os mesmos autores também indicam a reacdo que
coordena a liberacdo de fons de prata (Equacdo 4), onde o AG’, = -
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91,4kdmol™ a 25°C. A temperatura também pode influenciar; quanto
mais elevada (37°C), maior a dissolucéo.

2A9(s) + 0,505aq) + 2H{yq) © 2A9(aq) + H20 Equagdo 4

Alguns estudos ja reportaram que NPAg em sistemas de lodos
ativados gera reducdo da eficiéncia do processo. Liang e colaboradores
(2010) verificaram como cargas elevadas de nanoparticulas de prata —
NPAg (choques de carga) influenciam um sistema de lodos ativados,
observando que a concentracdo de 0,75 mgAgL™ gerou actimulo
transiente de nitrito e aménia no reator, indicando que a prata foi tdxica
para as bactérias nitrificantes (autotrdficas) desse sistema. O mesmo nédo
foi observado para as bactérias heterotroficas, que ndo sofreram reducédo
de atividade. Yang e colaboradores (2012a) concluiram que
concentracdes de até 40 mg L™ de NPAg ndo influenciam a digestio
anaerdbia e a metanogénese. Os autores ainda observaram que aps um
pulso de NPAg houve um decréscimo tanto dos géneros Nitrosomonas
(BOA), Nitrospira e Nitrobacter, sendo o ultimo ndo mais detectado no
reator, mostrando assim a sensibilidade desses grupos a presenca da
NPAg. Entretanto, Zhange colaboradores (2014), expondo um biorreator
com membranas, ndo enriquecido em bactérias nitrificantes a doses sub
letais de NPAg (< 0,10 mgNPAgL™), ndo observaram diferenca na
estrutura da comunidade bacteriana nitrificante. Fato que indicou que
concentragcdes muito baixas de nanoparticula de prata, ndo influenciam
de maneira significativa a remocdo de nitrogénio desses sistemas,
devido & alta complexidade do meio e também a elevada concentracdo
de sélidos suspensos volateis.

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 ions de prata permaneciam no efluente do
sistema por 20 dias ap6ds o choque. Para as bactérias heterotréficas ndo
houve diferengca da remocdo de carbono. Ja para as bactérias
nitrificantes houve um pequeno acimulo de amdnia, que desapareceu
apos 14 dias. Porém, os autores ndo monitoraram nitrito ou nitrato, desta
forma, o nitrogénio pode ter acumulado no reator. Através de testes
respirométricos, observaram que a atividade das bactérias nitrificantes
caiu 46% em 14 dias ap6s o choque e seguiu baixa mesmo 25 dias ap6s
0 choque

Yang e colaboradores (2013a) apontaram que a concentragio
minima letal (CML) de nanoparticulas de prata e de ion de prata para a
bactéria autotréfica Nitrosomonas europaea é menor, ou seja é mais
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toxico, do que para demais bactérias heterotréficas do ciclo do
nitrogénio. Observaram que a aglomeracdo das nanoparticulas foi menor
no meio nutritivo para as bactérias nitrificantes do que para as demais
bactérias estudadas. Isto pode ser devido a baixa concentracdo de
matéria organica no meio, apesar de possui alta forca ibnica, o que
contribui para a aglomeracdo. Constataram também que em
concentragdes baixas (10% da CML) aumentam a expressdo dos genes
amoAl e amoC2, indicando efeito que estimula o metabolismo, em
consequéncia do aumento das taxas de respiracdo para obter mais
energia para reparar o dano. Os fon de prata liberados para 0 meio se
ligaram a aménia livre, formando Ag(NHs); e AgNH3, em torno de 18%
da prata adicionada foi encontrada dissolvida no meio.

Apesar de alguns trabalhos citarem expressdo génica relativa em
culturas puras, ela ainda é escassa na literatura. Esse método de biologia
molecular nos permite compreender melhor os resultados analiticos
obtidos. Possibilita discutir com maior confiabilidade as rotas
metabdlicas que estdo sendo utilizadas pelos microrganismos, e por que
estdo ocorrendo.

Outro item a ser estudado ¢ a possibilidade de formacdo de gases
de efeito estufa devido a presenca de NPAg. A nanoparticula de prata
reduz a atividade das bactérias, como foi apontando pelos estudos aqui
citados, gerando aciumulo de am6nia ou nitrito no meio. Além disso, as
bactérias nitrificantes, que oxidam a aménia a nitrito, podem gerar,
durante essa transformagdo, outros compostos (Vide Figura 4, pagina
43). Entre eles estdo 0 NO e N,O, conhecidos por serem gases do efeito
estufa. Dados apontam que as plantas de tratamento de efluentes séo
capazes de emitir quantidades de N,O equivalente a emissdo de CO,
gerada por 900.000 carros (USEPA), porém, os valores estimados pelo
IPCC (Intergovernamental Panel on Climate Change) sdo menores do
gue os reais, muitas vezes em 2 ordens de magnitude (CHANDRAN et
al., 2011).

Observou-se nos estudos presentes até entdo que praticamente
ndo ha monitoramento dos produtos da nitritagdo em ensaios cinéticos,
ndo sendo possivel efetuar os balangos do nitrogénio, verificando se ha
ou ndo perda deste elemento na forma de gases. Também ndo foram
encontrados dados da dose letal média para culturas enriquecidas em
bactérias oxidadoras de amonia. Logo, ndo had um monitoramento
completo do sistema, ndo sendo possivel compreender como a NPAg
impacta integralmente esses sistemas. Algumas metodologias de
biologia molecular, como a anélise da expressdo génica envolvida neste
efeito tdxico utilizando as bactérias nitritantes como modelo, integrada
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ao monitoramento das cinéticas, tornara possivel se ter a visdo “global”
do problema.

35 USO DE METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

O uso dede biologia molecular em pesquisas na area ambiental ja
estd bem estabelecido (GILBRIDE et al., 2006; DAIMS et al., 2006;
SANZ e KOCHLING, 2007). Tais métodos podem fornecer
informacGes morfoldgicas, metabolicas, bioquimicas 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 (Reagdo em
Cadeia da Polimerase). A técnica, FISH (Fluorescent in Situ
Hibridization), envolve a utilizacdo de sondas com fluordforos
especificos que tem como alvo RNA ribossomal, sendo normalmente
utilizada para verificar se membros de uma determinada afiliacdo
filogenética podem ou ndo estar presentes no ambiente estudado. As
células devem ser fixadas para tornar a bactéria permeavel a sonda, que
é hibridizada com as sondas de &cidos nucleicos, em uma lamina de
vidro. As sondas podem conter fluor6foros ou entdo ele pode ser
adicionado em uma etapa adicional. As células sdo visualizadas em
microscopio de epifluorecéncia 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 visualizacdo e localizagdo de microrganismos ndo cultivados;
geralmente quantitativo, possibilidade de determinar grupos especificos,
nao necessita de experiéncia profunda em laboratério e em microscopia
para fazer analise. Entre as principais desvantagens apontaram que: o
desenho de uma nova sonda ¢é dificil e os resultados nem sempre sdo
satisfatérios; a quantificagdo pode ser subjetiva (contagem manual) ou
complexa (analise de imagens); ndo fornece um entendimento das
fungdes metabdlicas dos microrganismos; baixa intensidade de sinal; a
andlise estrutural de flocos exige um microscopio 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 ent&o
realizados utilizando a sonda EUB388 em sistemas aquéaticos, em
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diversas amostras ambientais.A proporg¢do de células hibridizadas com a
sonda estudada varia e, raramente, € igual a contagem feita com outros
métodos, revelando que 56% das células presentes no meio sdo
detectadas com essa sonda. A diferenca foi atribuida a fatores
metodologicos e condi¢des ambientais, apontando a necessidade de
adaptar o método conforme a aplicacdo que se faz do FISH. Bressan
(2012), utilizando as sondas Nso190 e NIT3 para detectar dois grupos,
bactérias oxidadoras de amobnia e oxidadoras de nitrito (Género
Nitrobacter). E conseguiu determinar que as primeiras eram mais
abundantes em um sistema enriquecido em bactérias nitritantes. Essa
deteccdo é feita por observacdo das imagens geradas por microscépio,
gue permite também compreender como as bactérias estdo distribuidas
espacialmente em floco.

Outras técnicas de biologia molecular utilizadas para caracterizar
amostras de culturas cultivadas ou provenientes de ambientes naturais,
envolvem a amplificacdo do DNA. Para isso é utilizada a técnica de
PCR, onde ocorre a ampliagdo exponencial de uma regido selecionada
do DNA, utilizando um par de primers, também chamados de
iniciadores (oligonucleotideos) que sdo complementares a cada fita de
DNA.Essa reacdo catalisada por uma DNA-polimerase purificada. A
reacdo ocorre sucessivamente, havendo uma ampliacdo exponencial
daquela sequencia alvo do DNA. Apés alguns ciclos o produto presente
em maior quantidade é uma espécie Unica de fragmento de DNA, com
comprimento igual a distdncia entre dois iniciadores originais. Para
amplificar o DNA ¢ utilizado um termociclador, onde sdo 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 sequéncias de acidos nucleicos geram padrdes de bandas
gue, quando corridos em um gel especifico, mostram a diversidade
genética da amostra. E utilizada quando se faz necessario conhecer os
membros predominantes de uma comunidade microbiana, com média
resolucdo filogenética (SANZ e KOCHLING, 2007). Esta técnica é
adequada para um vasto numero de microrganismos, todavia
dependendo da amostra, a extracdo e amplificacdo do DNA podem ser
dificeis 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
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e N. eutropha possuem 98,4% de semelhanga com o gene 16S rRNA,
ndo sendo possivel distinguir qual das duas espécies predominam por
outros métodos de biologia molecular. Porém, utilizando o DGGE,
verificaram diferentes migracfes dos produtos de PCR no gel, sendo
possivel analisar filogeneticamente a amostra. Determinaram também
gue 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 género Nitrosomonas.
Indicando que as duas técnicas podem ser suplementares.

O PCR também pode ser quantitativo (reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real), indicado pela sigla gPCR. Ele é realizado
com os primers, assim como no PCR convencional, porém é adicionado
um fluoréforo. A quantificacdo é realizada através de deteccdo da
fluorescéncia produzida durante a fase inicial da amplificacdo
exponencial do DNA, sendo essa fluorescéncia 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 area ambiental sdo SYBR green e TagMan
(KIM et al., 2013). A técnica de PCR quantitativo é muito utilizada da
area ambiental por monitorar a dindmica 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 nimero de cOpias dos genes alvos. Entretanto,
deve se conhecer bem as suas limitagfes: a extracdo do DNA, caso for
extraido diferentes quantidades de acido nucleico, haverd variacdes na
quantificacdo dos alvos; o desenho do primer, que pode ndo ser
adequado a amostras; o método ndo diferencia células vivas ou nao;
primers seletivos a grupos podem conter pequenas diferengas em relagdo
ao alvo e influenciar amplificacGes. Portando sdo 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 gPCR, tornando dificil a comparacdo entre
diferentes pesquisas.

A gPCR também é uma etapa utilizada quando se pretende
estudar a expressdo génica. Porém, antes dela, € necessario realizar a
transcriptase reversa, transformando RNA em DNA. Esse método é
conhecido como reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase
reversa quantitativa (RT-gPCR).

Apesar dos demais métodos serem capazes de mostrar padrdes
génicos, 0 RT-gPCR mede a expressdo dos genes diretamente do
RNAm. O RNA ¢ extraido e purificado, para que ndo haja resquicios de
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DNA na amostra. Ap6s essa etapa ocorre a formacdo 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 deverdo estar presentes, em uma situacéo ideal. Apds
a formacdo do cDNA, é feito o procedimento utilizado no PCR
quantitativo.

Apos a amplificacdo do cDNA, é necessario avaliar a expressdo
dos genes, e isso pode ser feito de forma absoluta ou relativa. A
quantificacdo absoluta utiliza diluicdes seriadas de concentracfes
conhecidas para confeccionar uma curva padrdo. E utilizada quando se
quer conhecer o nimero exato de copias formadas. O método relativo
leva em consideragdo quantas vezes um determinado gene aumentou ou
reduziu a sua expressdao em relacdo a outro gene enddgeno (gene
constitutivo), que sempre expressa da mesma maneira, independente das
condicdes aplicadas a cultura estudada (LIVAK e SCHMITTGEN,
2001). O conhecimento da expressdo de genes especificos de
determinados processos, fornece dados para compreender como o
metabolismo das bactérias é influenciado por fatores ambientais, ligando
a expressdo dos genes com a atividade microbiana (YANG, et al.,
2013b).

E um dos métodos mais sensiveis para detecgdo de concentracdes
baixas de RNAm. Os ensaios sdo relativamente faceis, com uso de
pequenos volumes. Entretanto, apresentamalgumas desvantagens: 0s
primers podem ser inespecificos para amostras complexas (como de
ambientes naturais), uma vez que inibidores presentes em meios
complexos podem inibir a reacdo de PCR (SALEH-LAKH et al., 2005).

Metz e colaboradores (2003) utilizando uma bactéria isolada do
solo (O. anthropi), relacionaram a maior expressdo do gene DnirK, com
maior producdo de N,O, estando de acordo com 0s resultados obtidos
em ambientes naturais. O RT-qPCR ja foi utilizado por Yang e
colaboradores (2012b) e por Yang et al. (2013b) para verificar a
expressdo dos genes envolvidos na oxidacdo da aménia em cultura pura
de Nitrosomonas europaea na presenca de Quantum dotz e
nanoparticulas de prata, respectivamente. Os resultados obtidos
mostraram a expressao dos genes amoAl, amoB2, amoC2 (codificam a
ambnia monooxigenase), bem como, o gene hoa2 (codifica a
hidroxilamina oxidoredutase), responsaveis pela formagdo de
hidroxilamina e nitrito, sofrem modificacGes na sua expressdo, quando
expostos a estes compostos. E isso pode refletir no metabolismo dessa
bactéria. Entretanto, neste caso, foi apenas possivel supor a relagcdo com
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ou nitrito. Song et al. (2014) utilizando amostras provenientes de um
sistema municipal de tratamento de efluentes verificaram a expressao do
gene nosZ (codifica a N,O redutase), onde foi possivel relacionar a
expressdo desse gene com a produc¢do do N,O.

Assim, observa-se que a expressdo génica é uma medida que
permite visualizar modificagdes nas expressdes dos genes envolvidos no
metabolismo das bactérias. Essa modificacdo pode refletir ou ndo, o que
é observado pelo monitoramentode substratos e produtos da reacdo. O
gue a torna uma metodologiacada vez mais utilizada na area de
ambiental, para tentar compreender e talvez prever modificacfes no
comportamento do microrganismo.

Poucas pesquisas tem sido feitas visando verificar como bactérias
nitritantes respondem a toxicos, especialmente NPAg, em nivel
molecular. Isso demanda mais estudos nessa area, até mesmo para
determinar a sensibilidade do método para amostras ambientais (KIM et
al., 2013). Assim, se for possivel verificar a expressdao dos genes e
relacionar essa resposta com o monitoramento de cinéticas (formacéo de
produtos), serd possivel aprimorar a atual compreensdo das rotas
metabdlicas utilizadas pelas bactérias em determinadas situa¢des. O que
permitira prever qual serd a resposta do reator variagBes ambientais,
bem como a expressdo génica como um indicador de efeito tdxico.
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Os métodos descritos a seguir foram realizados em dois periodos
diferentes. Os experimentos realizados com cultura pura, foram
realizados na Rice University (Houton, TX, EUA), no laboratério
coordenado pelo professor Pedro J.J. Alvarez. E, o que forma efetuados
com cultura mista foram desenvolvidos na Universidade Federal de
Santa Catarina, no Laboratério de Tratamento Bioldgico de Residuos
(LTBR), coordenado pelo professor Hugo Moreira Soares.

41 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 responsavel pela oxidacdo do ion aménio em
nitrito no processo de nitritacdo. Essa espécie foi escolhida por ser
amplamente reportada na literatura, tendo seu metabolismo
relativamente conhecido, e por ser sensivel a alteracGes no meio. Deste
modo, o efeito toxico de compostos sobre bactérias do ciclo do
Nitrogénio 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).

42 MEIODE CULTIVO

O meio de cultivo utilizado foi o nimero 2265, sugerido pela
ATCC para esta espécie. Este meio é preparado em etapas, sendo
utilizadas trés solucbes diferentes, que devem ser filtradas com um
frasco estéril (garrafa com sistema de filtragdo e armazenamento, com
membrana PES de poro de 0,22um e &rea de 54,5 cm?, estéril, da
Corning®g. Apos a filtracdo, 0 meio foi armazenado em frasco estéril
(Corning™, linha CellBIND). A Tabela 1 mostra 0s 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
Solucdo 1
(NH,),SO, (para 50mM NH,") 4,95 g
KH,PO, 0,62¢g
MgSO,.7H,0 0,27g
CaCl,.2H,0 0,049
Cont. Tabela 1 Meio nutritivo 2265 para bactérias ATCC 19718
Composto Massa ou

volume
FeSO, (30mM em EDTA, 50 mM, em pH 0,5mL
7)
CuS0,4.5H,0 0,2 mg
Agua destilada 12L

Solucgéo 2
KH,PO, 829
NaH,PO, 0,79
Agua destilada 300 mL
Elevar o pH até 8 com NaOH 10N
Solugéo 3

Na,CO; 0649
Agua destilada 12,0 mL

43 NANOPARTICULA DE PRATA E NITRATO DE PRATA

43.1 Para os ensaios com cultura pura

A nanoparticula utilizada nos testes foi adquirida da Novacentrix
(com 35 nm de diametro, com cobertura de carbono amorfo e potencial
zeta de -34,10+0,57 mV), caracterizada por Yang e colaboradores
(2013a). Foi feita uma solucéo concentrada desta NPAg (10 gL™) o qual
foi estocada em cdmara anaerdbia. Aliquotas variadas dessa solucgéo
foram utilizadas nos experimentos. O nitrato de prata (Sigma Aldrich,
~99%) foi utilizado para fornecer os ions de prata. Também foi feita
uma solucéo estoque deste composto (10 mg Ag®_AgNOs.L™).

4.3.2 Para os ensaios com cultura mista

A nanoparticula utilizada nos testes foi adquirida da mesma
empresa (Novacentrix), com didmetro indicado pelo fabricante de 25 nm
(Anexo 0). Sua caracterizacdo foi confirmada pelos testes indicados no
item a seguir 4.3.2.1 (pagina 57). Para cada teste foi preparada uma
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solucdo estoque, com agua ultrapura e sem oxigénio, com a
concentracdo adequada para cada teste. Aliquotas variadas dessa solucéao
foram utilizadas nos experimentos. O nitrato de prata (Sigma Aldrich,
~69%) foi utilizado para fornecer os ions de prata. Também foi feita
uma solucdo estoque deste composto para cada teste (10 mg
Ag"_AgNOz.L™).

4.3.2.1 Caracterizagdo da nanoparticula de prata

A nanoparticula de prata utilizada foi adquirida da Novacentrix
(Texas, EUA), e segundo o fabricante, possui 25 nm de didmetro, com
revestimento de carbono amorfo. Porém, para confirmar essa
informacdo pora particula foi caracterizada sob alguns aspectos
considerados importantes para o desenvolvimento deste trabalho, como
tamanho de particula e potencial zeta. Essa caracterizagdo foi feita para
a nanoparticula utilizada nos experimentos de cultura mista. Para o0s
ensaios de cultura pura, a nanoparticula utilizada ja havia sido
previamente caracterizada pelos demais estudantes envolvidos na
pesquisa.

4.3.2.1.1 Microscopia eletronica de transmissdo

Para visualizar e mensurar o tamanho e a forma das
nanoparticulas foi utilizado um microscopio de transmisséo eletronica
(JEM-1011 TEM), localizado no LCME, UFSC. O preparo de amostra
foi apenas diluir as amostras em alcool isopropilico e deixa-las em
banho de ultrassom por 20 minutos. E, apo6s 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
microscopio.

4.3.2.1.2 Medida do potencial zeta

Para esta analise foi utilizado o equipamento Zetasizer nano ZS
(Malvern). O ensaio foi realizado no LaCBio (Laboratério de Catalise
Biomimética), localizado do departamento de Quimica da UFSC. A
amostra foi diluida em &gua, e sonicada por 20 minutos. Apds esse
periodo, foi colocada em uma cubeta especifica para o equipamento e
feita a medida. Para definir brevemente o potencial zeta, deve-se pensar
que as particulas em contato com um liquido, sdo dotadas de carga na
sua superficie, que afeta a distribuicdo de cargas em seu redor, formando
uma dupla camada elétrica na interface liquido/particula. Assim, quando



h& movimento da particula, a nuvem de cargas se desloca junto com a
ela, como se fosse uma unidade. O potencial zeta é medido onde ocorre
0 cisalhamento dessas cargas, com as que ndo se deslocam com a
particula (BEDE, 2010).

44 TESTE DE INIBIQAO EM BATELADA PARA CULTURA
PURA

O efeito toxico das nanoparticulas e dos ions de prata foram
determinadas através de quatro métodos: viabilidade celular, medida
através de microscopia de fluorescéncia; quantificacdo do nitrito
produzido ao longo do tempo (inibicdo em batelada) e expressdo génica
relativa. Os dois primeiros foram realizados simultaneamente.

A bactéria N. europaea foi exposta a diferentes concentragdes de
NPAg e nitrato de prata (Ag®), conforme Tabela 2. Foram utilizados
frascos de cultivo retangular de poliestireno, esterilizado (Corning®),
incubados a 26°C, no escuro, durante 7 dias, sendo agitada a 200 — 250
rpm (Figura 5). O volume final de reacéo era de 80 mL, que continha 8
mL (10% do volume total) de in6culo, previamente preparado, meio
nutritivo e de volumes variados (conforme a concentragdo testada) de
soluco estoque de NPAg e Ag”.

Figura 5 Frascos de cultivo utilizados para os ensaios de inibigdo em batelada
sobre cultura pura.

Tabela 2 Concentragdes de ions de prata e nanoparticulas de prata
utilizadas no ensaio de inibicdo em batelada de sobre cultura pura.
Testes | Concentragio
1 OmgL*

0,075 mg Ag AgNO, L™
0,075 mg Ag_NPAg L™

0,25 mg Ag_NPAg L™

0,5mg Ag_NPAg L™

0,75 mg Ag NPAgL™

OO wWwN
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Foram retiradas amostras nos dias 0, 1, 3, 5 e 7. Para analise 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 pm de acetado celulose e armazenadas a 4°C. Para a andlise de
microscopia de florescéncia um método de pigmentacdo foi utilizado.
Para tal era necessario 1 mL de amostra, tratada conforme explicitado
no item 4.4.2. O teste foi realizado em duplicata.

441 Deteccéo 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, 0
sobrenadante foi coletado e posteriormente filtrado, com filtro seringa
de 0,2 um de acetato celulose e armazenada a 4°C. Para quantificar o
nitrito foi utilizado cromatégrafo de ions DX 600, da Dionex. O sistema
utilizado continha uma coluna cromatografica, AS11-HC 4mm, um
detector eletroquimico ED 50, ambos da Dionex. O eluente utilizado foi
NaOH 30 mM. A faixa de medico era entre 2 e 50 mg NO, L™, deste
modo, em geral, diluicbes eram necessarias para que o0 ponto analisado
ficasse dentro da faixa. As diluigdes foram feitas com &gua ultra pura.

442 Microscopia de fluorescéncia

Apos o sétimo dia de exposicdo foram coletadas amostras para a
microscopia de florescéncia. Foram centrifugados 1 mL de cada
amostra, a 10.000 rpm, por 2 minutos, a temperatura ambiente.
Removeu-se o0 sobrenadante e lavou-se a amostra com tampédo de
NaHCO; (1mM), duas vezes (centrifugando por 1 minuto, 10.000rpm).
Para pigmentar a amostra foi utilizado o fluoréforo Dapi (4°-6-
diamidino-2-fenilindol) da Invitrogen (Grand Island, NY), o qual
pigmenta apenas 0 DNA de dupla hélice. A bactéria foi pigmentada de
5-10 minutos, no escuro, com 300uL de 0,5 mgL™ de DAPI. E
importante ter certeza que todas as bactérias estdo cobertas pelo corante.
Apo0s esse periodo, 10uL de amostra foram adicionadas sobre a lamina
para microscépio e coberta pela laminula. O nimero de bactérias foi
contado a partir de 8 campos microscopicos (com ampliacdo de 10X).
Foi utilizado o Microscopio Invertido Olympus IX71 da Olympus
Corporation of the Americas (Center Valley, PA). As imagens foram
analisadas pelo software CellSens Dimension. O branco (sem a presenca
de prata) foi tratado da mesma maneira e todos foram preparados em
duplicata.
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4.4.3 Liberacado de prata

Para detectar a liberagio de prata, em forma de ions (Ag"), foram
realizados os mesmos experimentos de inibicdo em batelada, expondo a
bactéria N. europaea a diferentes concentracfes de nanoparticulas de
prata e nitrato de prata, conforme Tabela 2. Foram retiradas aliquotas,
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, especificos para centrifugacdo (Centrifugal Filters
Units, Amicon Ultra®). O branco (sem prata) foi analisado da mesma
maneira. Também foi medida a liberacdo de prata de 0,075 mg
Ag_NPAg.L" e 0,75 mg Ag_NPAg.L?, sem a presenca de bactérias
(controle) na solucdo. A centrifugacdo foi feita por 10 minutos a 7.000
rpm, a temperatura ambiente. O filtrado foi coletado e armazenado a
4°C, para posterior analise. Todas as amostras foram diluidas com
HNO;3, 1%. O equipamento utilizado para medir a concentracdo do ion
de prata (Ag") foi um ICP-MS, espectrometro de massas com fonte de
plasma indutivamente acoplado, Elan 9000 (Perkin Elmer SciEx). A
faixa de deteccdo esta entre 1 ppb e 32 ppb.

444  Extracio de RNA- Efeito da prata (NPAg e Ag*) na

expressao dos genes

Visando verificar o efeito da prata, tanto das nanoparticulas
guanto dos ifons, na expressdo dos genes foi realizada a extragdo do
RNA. A bactéria N. europaea foi cultivada até o terceiro dia. No
segundo dia foi adicionada a nanoparticula de prata (concentragbes de
0,075 mgAg_NPAg.L™ e 0,75 mgAg_NPAg.L™) e nitrato de prata
(concentracdo de 0,075 mgAg* AgNOs.L™). Apés esse periodo elas
foram coletadas para a extragdo de RNA. Como padrdo interno o gene
constitutivo gapA foi utilizado, pois possui uma expressao teoricamente
constante, sofre pequenas oscilagbes na expressao reguladas por fatores
externos, como compostos toxicos. Ele codifica a enzima gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase. A expressao dos genes amoAl, amoA2, amoB2,
amoC2 (catalisam a oxidacdo da aménia para hidroxilamina), hao2
(codifica para hidroxilamina oxidoredutase), cycAl (catalisa a oxidagdo
da hidroxilamina para nitrito), sodB (enzima superéxido dismutase),
nirK (reducéo do NO," para NO) foram determinadas.

Todo o processo de extragdo 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 lengos para remogéo
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de RNAase de superficies (RNaseZap® Wipes, Ambion®). A agua
utilizada, assim como todos reagentes também eram livres de RNase.
Inicialmente, todo o volume de amostra foi centrifugado em uma
centrifuga refrigerada, 10000 rpm, 4°C, por 10 minutos, ou até ser
possivel ver um pequeno depoésito de células no fundo do tubo. Em
seguida, foi adicionado 1 mL de RNAprotect Bacteria Reagent, e
removido o excesso de reagente por gravidade. E necessario preservar
em ultra freezer, a -80°C, caso for realizar o procedimento em outro
momento.

Foram utilizados dois kits para extracdo do RNA e sintese do
cDNA, o RNeasy Mini Kit e o Qiaquick PCR Purification Kit, ambos da
Qiagen®. Os reagentes necessérios, que ndo acompanham o kit, foram
preparados antes do inicio do procedimento. O tampao Tris-EDTA (TE
buffer), em pH 8, com 400 ug.mL™ para bactérias Gram-negativas, ou 3
mg L™ de lisozima, para Gram-positivas. Nesse estudo foram utilizados
o0 tampdo Tris-EDTA da Sigma-Aldrich, e a lisozima da mesma marca.
Ao tampdo RLT, fornecido no kit, foi adicionado B-Mercaptoetanol
(para cada 1 mL do tampdao RLT, foi adicionado 1uL de pB-
Mercaptoetanol, que é estavel por 30 dias). Para se obter o resultado em
expressao génica, sdo necessarias algumas etapas: a extracdo do RNA,
conversao para cDNA e posteriormente a analise em PCR quantitativo.

4441 Extracdo do RNA

Apos retirar a amostra do ultrafreezer, elas foram tratadas com
200pL de 400 pg.mL™ do tampdo Tris-EDTA, deixando reagir por 5
minutos, sob agitacdo leve, em temperatura ambiente. Seguiu-se o
procedimento indicado pelo fabricante, adicionando a etapa de limpeza
de DNA.

Ao terminar a extracdo de RNA, mediu-se a sua concentracdo no
espectrofotdbmetro Nanodrop ND-1000 da Nanodrop Products Inc. O
RNA extraido foi conservado a -80°C. Para obter-se a expressdo dos
genes, foi sintetizado o cDNA, a partir do RNA, utilizando o Qiaquick
PCR purification Kit.

4.4.4.2 Sintese do cDNA
Para sintetizar o cDNA, primeiramente, diluiu-se 0 RNA para que
todas amostras ficassem com a mesma massa (2 a 5 pug), em um volume
total de 16,9 pL, sendo 5 puL de 3 mM de Random Hexamer Primers,
para cDNA, e o restante de RNA mais agua, quantidade suficiente para
0 volume final chegar em 16,9 uL. 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: 6L de tampdo 5X First Strand Synthesis Buffer, 3uL
de tampdo 0,1M DTT, 1 pyL RNaseOUT, 1,2 pL 25X dNTPs (3 aa-
dUTP, 12,5 mM dNTPs), 2 pL de Superscript Il Reverse Transcriptase.
Adicionou-se esses 13,2 uL a 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 adicdo de 10 uL de NaOH,
1M e 10 pL de 0,5M de EDTA, pH 8. Incubou-se novamente a 65°C por
15 minutos. Para neutralizar o pH, foi adicionado 10 pL de HCI, 1M.

Apos o término dessa etapa utilizou-se o kit de purificacdo de
DNA, conforme o método sugerido pelo fabricante. A concentracdo do
cDNA foi medida com o espectrofotdmetro Nanodrop (ND 1000).

4.4.4.3 Andlise quantitativa de PCR

A concentracdo do DNA deve estar em torno de 2ng.uL™ para
fazer a analise quantitativa de PCR. Assim, diluiu-se a amostra até esta
concentragdo. Os primers utilizados foram desenhados usando o
PrimerQuest®, disponivel no site IDTDNA
(http://www.idtdna.com/Primerquest/Home/Index) e estdo listados na
Tabela 3. Os primers utilizados aqui foram utilizados por Yang e
colaboradores (2013a), com excecao do nirK forward e nirK reverse que
foram sugeridos por Jason e colaboradores (2007). Os primers foram:
amoAl, amoA2, amoB2, amoC2,vhoa2, cycAl e nirK .

A analise de PCR quantitativa foi realizada utilizando um
termociclador 7500 de PCR em tempo real da Applies Biosystems
(Carlsbad, CA). Cada 15uL de volume de reagdo deve conter 1 ng de
cDNA, 7,5 pL do pigmento Syber Green (SYBR green Master Mix) e
0,3 UM de cada primer e agua. Os valores de Ct (limite do ciclo) foram
calculados utilizando o software S.D.S versdo, 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" sugerido por Livak e Schmitten (2001). A férmula
utilizada para os calculos € descrita conforme Equagéo 5 e 6:


http://www.idtdna.com/Primerquest/Home/Index

AACT,gene alvo = (CT,gene alvo — CT,gene constitutivo)Ag - (CT,gene alvo —
Equagdo 5

CT,gene constitutivo)controle

Mudangca da expressdo em relacéo ao gene alvo = 2T

Onde:
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Equacdo 6

AACr gene avo — Variagédo entre os C; (cycle threshold) da amostra
gue exposta a prata e ao controle (sem a prata);

Cr gene aivo - Ct do gene alvo;

Cr gene constitutivo = Ct O gene constitutivo.

Nesse estudo o0 gene constitutivo gapA foi utilizado como padrédo

interno.

Tabela 3 Primers utilizados na analise de expressdo génica

Nome do primer

Sequéncia

amoAl forward
amoAl reverse
amoA?2 forward
amoA2 reverse
amoB2 forward
amoB2 reverse
amoC2 forward
amoC2 reverse
hao?2 forward
hao2 reverse
cycAl forward
cycAl reverse
sodB forward
sodB reverse
nirK forward
nirK reverse
gapA forward
gapA reverse

5’-CAACGATTGGCAAATGGGTTGGTC-3’
5’-CTTCACGCTGTATCTGACACGCAA-3’
5’-CAACGATTGGCAAATGGGTTGGTC-3’
5’-CTTCACGCTGTATCTGACACGCAA-3’
5’-TCAGAATGGCAAGTACCCAGGTGA-3’
5’-TCGTGTATTGTTGGCCTACGGTGA-3’
5’-CAGAATCATCAACGGGCCTGCAAT-3’
5’-CATCGTTTGCGGTGTTGCAACCTA-3’
5’-GGTCTGCTTGCCTTCCAGTTTGTT-3’
5’-TCCGATGAACCGTGCCTATGTTGA-3’
5’-CATGCGCTGTGTCTTTCCACGATT-3’
5’-TGCTGCAGCTTTGTTCACACTGAC-3’
5’-GATCCAAGCTGGCCATCATCAAGA-3’
5’-TAACCGTGTTGACATAATCCGGGC-3’
5’- GTWCCSGGTCCGGTYGTRCG-3’

5’- TCRTTGGGWCCRGCRTTGAC-3’
5’-ATCGTCTTTGGACGGAGCACTCAA-3’
5’-AGTGGGATGAAGTTGGTGCGGATA-3’

45 ANALISES COM CULTURA MISTA

451

Cultura mista

A fim de investigar como as nanoparticulas de prata agem sobre
uma cultura mista, enriquecida em bactérias oxidadoras de amoénia,
foram realizados testes que estdo descritos a seguir.



4511 Meio de cultivo

O meio de cultura utilizado foi baseado em dois meios, 0 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 substituidos por sais de nitrato para minimizar a complexagéo
com os fons de prata (Ag*) com o CI', S, PO, e SO,. Entretanto, ndo
foi possivel substituir o (NH4),SO,4 por NH4NO3, pois a venda desse
composto € controlada pelo exército, fato que dificulta seu acesso.
Dessa forma optou-se pelo sulfato de amonio, por ser, entre 0s possiveis
ligantes, 0 que menos reduz o efeito toxico da NPAg e Ag” (CHOI et al.,
2008). Assim, o meio foi composto pelas mesmas concentracBes de
nutrientes de interesse do meio proposto por Campos, porém,
substituido os mesmos por sais com menor possibilidade de complexar
com a prata, sugeridos por Choi e colaboradores (2008). Portanto, a
composicdo do meio nutritivo utilizado é mostrada pelas Tabela 4 e
Tabela 5 e Vale ressaltar, também, que a concentragdo de (NH4),SO, e
NaHCO; variou conforme a progressdo de carga que foi aplicada (entre
2,35 g de (NH4):SO, — 0,5 gN_NH4L " 4,7193 g de (NH4),SO, -
1gN_NH,L™) e o bicarbonato de sédio, conforme a estequiometria da
reacdo de nitritacdo (Equacéo 1).

Tabela 4 Composicdo do meio de cultura sintético para cultura mista.
Macronutrientes

Composto gL”
(NH,);50, 47193
KH,PO, 0,2220
Mg(NO), 0,0321
NaHCO; 11,88
NaNO, 1,2914

Solugdo de micronutrientes 0,44 mL L™
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Tabela 5 Composicéao da solugdo de micronutrientes para cultura mista.
Micronutrientes

Composto ‘ gL?
Ca(NOy), 1,79
FeCl,.4H,0 3,57
MnSQO,.H,0O 4,32
(NH,)sM0;0,5.4H,0 1,87
CuSO, 1,53

Zn(NO3),.6H,0 25735
Co(NOy),.6H20 0,40

45.1.2 Inoculo
Para inocular o reator nitritante foi utilizada 200 mL de
biomassa que ja estava sendo adaptada em outro reator, que também
visava a nitrificacdo parcial. Esse, por sua vez, foi inoculado com
biomassa de lodos ativados coletado do sistema de tratamento de
esgotos da CASAN, do municipio de Floriandpolis.

45.1.3 Reator

Inicialmente foi operado um reator (Reator A) com o objetivo de
aumentar a concentracdo celular (biomassa). Posteriormente, o cultivo
foi transferido para um de maior volume (Reator B). Para dar partida no
reator A, utilizou-se um frasco cilindrico, com 50 cm de altura e 9 cm de
diametro, com volume (til de 1,5 L, inoculado com 1,38 g SSTL™. Nao
havia sistema de agitacdo mecénica. O ar era injetado pelo fundo do
reator, forgando a suspensao da biomassa nos periodos aerados. Quando
a aeracdo era desligada a biomassa decantava (no item 4.5.1.4, a seguir,
é abordado o modo de operacdo dos reatores). A alimentacdo e descarte
eram realizados por bombas peristélticas Masterflex L/S, com cabecote
Easy-load Il, da mesma marca. Para aeracéo, foi utilizada com bomba
compressora de ar, (BIG AIR®, modelo A420), sendo tudo controlado
com auxilio de um CLP (controlador ldgico programavel, Dexter,
modelo pDX, série 100). O TRH era de 1 dia e o reator foi mantido a
32+1°C, através de um sistema de recirculagdo de agua na parte externa
no reator, semelhante a uma camisa de aquecimento (Figura 6).
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Figura 6 Esquema ilustrativo do reator A.

Sistema de w S
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Apo6s o periodo de 50 dias, esse reator foi substituido por outro.
Sendo este reator (Reator B) definitivo para a producdo de biomassa
nitritante necessaria nos experimentos (Figura 7). O reator era de
acrilico, com 53 cm de altura e 17,7 de didmetro, com 13 L, sendo 8 L
de volume util, com agitacdo mecanica (Agitador Dist 930). O sistema
de agitacdo era constituido por um sistema de pas, suficiente apenas
para ndo decantar a biomassa (0 sistema ndo possuia regulagem de
controle de rotacgdo, devido a isso, ndo é possivel afirmar a rotacdo exata
utilizada). O reator foi aerado de forma ascendente, sob as pas de
agitacdo, visando reduzir o tamanho da bolha e melhorar a transferéncia
de oxigénio. Assim como no reator A, a temperatura foi mantida em
32+1 C, através de um sistema de recirculacdo de dgua na parte externa
no reator. Os sistemas de controle, bombas, aeracdo e aquecimento
foram os mesmos utilizados no Reator A.

Figura 7 Foto do Reator B.
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45.1.4 Operacgdo dos reatores
O modo de operacdo dos dois reatores foi semelhante, em
processo descontinuo alimentado. As diferencas consistiram no volume
Gtil e no sistema de agitacdo (Tabela 6).

Tabela 6 Condigdes de cultivo dos reatores nitritantes

Reator A | Reator B
Volume do reator (L) 15 8
Vazdo (L.d™) 1,5 3
TRH (dia) 1 2,67
[N_NH;] (mgN_NH, L™ 750 De 500 a 700
Carga (mgN_NH,"L™.d™) 750,00 De 187,26 &4 374,53
Sistema de agitacao Ausente Agitacdo  mecénica

(sistema de pas)

Para induzir a aclimatacdo e selecdo da biomassa nitritante foram
aplicados periodos aeroébios, intercalados com anaerébios tanto no reator
A como no B. Foram aplicados 3 ciclos de 8 horas cada, sendo 7 horas
de reacdo e 1 hora para decantacéo 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 € utilizada para limitar a
concentracdo de oxigénio dissolvido presente para a oxidacdo da
amonia, e reduzir a oxidacao de nitrito para nitrato (ZDRADEK, 2005).
A alimentacdo era realizada durante a aeracdo. Essa estratégia de
alimentacdo permite que a alcalinidade e o substrato (nitrogénio
amoniacal) sejam distribuidos ao longo do ciclo. Tal procedimento foi
adotado a fim de evitar a auséncia de aménia no final das 7 horas de
reacdo, 0 que poderia levar a oxidacdo do nitrito. Além disso, ao
adicionar-se a alcalinidade, adicionada ao reator na forma de
bicarbonato de sédio, de uma s6 vez, pode ocorrer a perda da
alcalinidade devido ao arraste de CO, pela aeragdo no inicio de cada
ciclo (BRESSAN, 2012).

Figura 8 Esquema de operagdo do reator B, onde | representa o inicio da adigdo
de meio nutritivo; demostra os periodos aerados e [ demostra os periodos
em anaerobiose.

i
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45.1.5 Monitoramento dos reatores

Para 0 monitoramento dos reatores foram coletadas amostras trés
vezes por semana, medindo-se a concentragdo de nitrogénio nas formas
de ion aménio, nitrito e nitrato. O pH foi monitorado diariamente com
pHmetro portatil, da marca LT lutron, modelo PH221. O oxigénio
dissolvido foi medido visando acompanhar a concentragdo de O,
durante o ciclo, utilizando o Oxi 340/SET (marca WTW). A andlise de
solidos suspensos volateis, para monitorar a concentracdo da biomassa,
foi realizada a cada 15 dias. .

45.1.6 Teste de inibicdo em batelada sobre bactérias nitritantes

Esse teste visou determinar a concentracdo de prata que inibe
50% de atividade nitritante (K150), quando as BOA sdo expostas a
NPAg e Ag".

Para isso, as BOA foram expostas a diferentes concentrages 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 (nanoparticula e ion) para comparar os efeitos de cada uma. Cada
frasco foi inoculado com aproximadamente 0,5 g SSV.L™, com
biomassa proveniente do reator B. O volume de reagdo foi de 200 mL,
sendo que a solugéo contendo prata foi adicionada somente no final do
preparo de cada um, para iniciar o experimento no momento em que 0
composto téxico for adicionado.

Para realizagdo do estudo cinético foram retiradas 3,5 mL de
amostra com biomassa suspensa, para manter a concentracdo celular no
reator, a cada 90 ou 120 minutos, dependendo do consumo de substrato.
Foram monitorados o consumo de amdnia, formacao de nitrito e nitrato.
A duracdo do teste foi dependente da concentragdo de amoénia
(substrato) no frasco de controle (sem prata), ou seja, quando alcangasse
valores préximos a zero, a cinética era encerrada. Optou-se por
determinar o tempo de ensaio desta forma, pois ja era possivel calcular
as velocidades de consumo nos testes com prata. As amostras que
continham nanoparticulas de prata foram centrifugadas (Centrifuga
Eppendorf 5804R) em frascos com membrana filtrante de celulose
regenerada, especificos para centrifugacdo (Centrifugal Filters Units,
Amicon Ultra®), visando remover as nanoparticulas das amostras que
foram injetadas no cromatdgrafo. Ap6s a centrifugacdo as amostras
foram armazenadas a 4°C.
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Para 0s ensaios de inibicdo em batelada, a concentracdo de
amonia e bicarbonato de sédio foram reduzidas. Visando manter nos
frascos a mesma carga de nitrogénio que havia no reator.

As concentracbes de NPAg testadas foram maiores que as
testadas na cultura pura. No caso da cultura mista, é sabido que 0s sais
presentes no meio podem complexar a prata e reduzir o seu efeito
toxico. Também foi superior a concentracdo de ion de prata, pois, em
geral, este apresenta maior capacidade inibitdria que a NPAg. As Tabela
7 e Tabela 8 mostram as concentra¢des utilizadas nos testes de inibicdo
em batelada.

Tabela 7 Concentracdes de nanoparticula de prata utilizadas em ensaio de
inibicdo em batelada.
Testes Concentragdo (mg
Ag NPAgL™
0,00
5,00
10,00
15,00
4 20,00
Cont. Tabela 7 Concentragdes de
nanoparticula de prata utilizadas em
ensaio de inibi¢do em batelada.

w N - O

Testes Concentracdo (mg
Ag NPAgL™
5 25,00
6 30,00
Tabela 8 Concentracdes de nitrato de prata utilizadas em ensaio de inibigdo em
batelada.
Testes Concentragdo (mg
Ag"” AgNO;L™
0 0,00
1 0,10
2 0,20
3 0,40
4 0,60
5 0,80

E importante ressaltar que as solucdes concentradas contendo
prata, seja do ion ou da nanoparticulas, foram feitas sempre
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considerando a massa de prata ha molécula ou particula. No caso da
nanoparticula, o fabricante informa que 3% da massa corresponde a
cobertura de carbono amorfo. Deste modo, isso foi levado em
consideracdo para o calculo da massa necessaria para a preparagao das
solucdes estoque de NPAg ou Ag”.

No final do ensaio cinético com nanoparticulas de prata, foi
retirada uma aliquota de 10 mL, a qual foi centrifugada (Centrifuga
Eppendorf 5804R, a 5000 g, por 15 minutos), para verificar a liberagdo
de ions de prata durante o teste (Vide item 4.5.2.1) para todas
concentragdes testadas.

4517 Teste de inibicio em processo continuo sobre bactérias
nitritantes

Este teste avaliou a influéncia das nanoparticulas de prata sobre a
comunidade de bactérias nitritantes durantes periodos longos de
exposicdo. Para tal, foi preparado um reator de bancada com o mesmo
regime de operagéo do reator B (vide Figura 8), porém com um volume
de 1,5 L. A alimentag&o continha aproximadamente 700 mg N_NH,".L"
!, entre os outros nutrientes e micronutrientes listados na Tabela 4 e
Tabela 5. O reator foi operado como controle (sem NPAQ) até atingir a
estabilidade. Apos esse periodo, adicionou-se nanoparticulas de prata
conjuntamente a alimentacéo, cuja concentracdo dependia do valor que
seria testado. Para preparar a solugdo de NPAg a qual era adicionada ao
meio nutritivo, foi utilizada agua ultrapura, submetida a borbulhamento
com arg6nio, para remoc¢do de oxigénio, seguida da adi¢do de prata. Em
seguida a solucao foi submetida & sonicacdo por 20 minutos. Apds essas
etapas, adicionava-se uma aliquota & alimentacdo Para verificar a
inibicdo em processo continuo, optou-se por duas concentracGes, 4,53
mgAg_NPAg.L™ e 1,32 mgAg_NPAg.L™, sendo estas escolhidas tendo
como base os resultados obtidos durante os ensaios de inibicdo em
batelada.

Para investigar a influéncia dessas nanoparticulas foram
monitorados o consumo de substrato e a formagdo dos produtos da
oxidacdo da ambdnia (concentracdes do ion aménio, nitrito e nitrato),
antes (controle) e depois da adicdo de NPAg, ao longo de toda a
operacao do reator.

O oxigénio dissolvido também foi medido, porém somente
durante um ciclo de operacdo do reator (duracdo de 8 horas), tanto na
etapa controle como ap6s a exposi¢do a prata. Ao final deste ciclo,
foram coletadas amostras de sobrenadante e de biomassa para a
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quantificacdo de prata que teria sido liberada da nanoparticula e que
estava aderida a biomassa (Vide item 4.5.2.1, pagina 72).

4.5.1.8 Influéncia do tempo de exposicdo da nanoparticula de prata
sobre a cultura mista

Para examinar se o0 tempo de exposi¢do da nanoparticula de prata
sobre com cultura bacteriana influencia em sua atividade, foi realizado
este ensaio. Para tal, foram escolhidas trés concentracBes de
nanoparticulas (4,53, 2,56 e 1,32 mgAg_NPAg.L™), mais um ensaio
controle, sem NPAg. Todos foram monitorados por 5 dias (tempo
determinado em testes prévios). As concentra¢fes, minima e maxima,
foram as mesmas testadas durante a inibi¢do em processo continuo.

Em cada ensaio (para cada uma das concentragdes de NPAQ)
foram utilizados 5 erlenmeyers aletados, sendo que todos foram
inoculados com a mesma quantidade de biomassa, solugdo nutritiva
(sem substrato) e de nanoparticulas de prata. Mantidos a
aproximadamente 32°C, com agitagéo suficiente para manter a biomassa
suspensa, em shaker orbital. A cada dia de ensaio, em um frasco era
adicionado 20 mL de solugdo de sulfato de amonio para que a
concentracdo dentro do frasco ficasse em 400 mg N_NH," L . E a
partir desde dia, eram retiradas amostras deste frasco, durante 5 dias,
para monitorar o consumo de substrato e formagdo de produtos da
nitrificacdo. No dia seguinte a adicdo de substrato ao frasco 1, em outro
frasco (frasco 2) era dado o mesmo pulso de ambnia, e este também era
monitorado da mesma maneira. Isso foi realizado sucessivamente, para
todos os frascos, sendo que o primeiro foi exposto a prata por apenas um
dia, e assim continuamente, até que o Ultimo a receber aménia, havia
sido exposto por cinco dias.

Para levar em consideracdo a influéncia da falta de substrato na
atividade nitritante, também foram feitos concomitantemente cinco
frascos controle, onde ndo havia prata.

45.1.9 Influéncia da nanoparticula de prata e do ion de prata na
morfologia bacteriana
Apo0s os testes de inibicdo em batelada, foram selecionadas trés
concentragbes de ifon de prata e nanoparticula de prata para a
visualizagdo no microscopio eletrénico de varredura (MEV, JEOL
JSM-6390LV), localizado no Laboratério Central de Microscopia
Eletronica (UFSC).
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Foram realizados 0s mesmos testes da inibicdo em batelada (Item
4.5.1.6), com concentracdes selecionadas de Ag” e NPAg (a minima e a
méaxima de cada ensaio e uma concentracao intermediaria). Para NPAg:
5, 10,75 e 30 mg Ag_NPAg.L™. Para Ag": 0,1, 0,36 e 0,80 mg
Ag"_AgNOs.L™

Para o preparo da amostra, apds 12 horas de exposicao a prata, foi
utilizado o método proposto por NATION (1983) e adaptada por
VARESCHE (1997), conforme descrito brevemente a seguir. Ap6s o
ensaio, 10 mL de amostra foram centrifugados, sendo o sobrenadante
removido. Apoés isso, foi adicionado 5 a 8 vezes o volume do pellet
formado de solugdo tampdo fosfato 0,1M pH 7,3 + solucdo 2,5% (m/v)
de glutaraldeido (MERK, especifico para microscopia) e acondicionado
por 12 horas, a 4° C. Posteriormente, a amostra foi lavada 3 vezes com
solucdo tampéo fosfato 0,1M pH 7,3, sendo que em cada lavagem o
pellet ficou em contato por 30 minutos com o tampdo. Em seguida, a
amostra foi submetida a desidratacdo gradual em etanol 50, 70, 80, 90,
95%, por dez minutos em cada etapa e por Ultimo, foi lavada 3 vezes em
etanol 100% (grau PA).

Apo0s a desidratacdo as amostras foram levadas para o LCME,
onde foram colocadas sobre suportes metalicos, 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
Vacuo até a data da visualizacdo no MEV.

452 Determinacdes fisico-quimicas do meio, do efluente
do reator e dos ensaios cinéticos

4521 Determinacdo da concentracdo de ion de prata liberado ao
meio.

Ao final dos testes de inibicdo em batelada com nanoparticula de
prata (item 4.5.1.6) e dos dias de monitoramento da inibicdo em
processo continuo (item 4.5.1.7) foram coletadas aliquotas de
sobrenadante que foram submetidas a centrifugacéo, de 15 a 20 minutos,
a 5000 g (Centrifuga Eppendorf 5804R). Os frascos utilizados para a
centrifugacdo eram diferenciados, possuiam membrana filtrante de
celulose regenerada, especificos para centrifugacdo (Centrifugal Filters
Units, Amicon Ultra®).

Durante o0 ensaio de inibicio em processo continuo foram
coletados aproximadamente 14 mL de volume do reator homogéneo. A
biomassa ali presente foi submetida a digestdo acida para a deteccdo da
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prata presente nas bactérias. Apds esse tratamento, tanto o sobrenadante
como a biomassa digerida, foram submetidas a andlise de ICP-MS no
Laboratério de Espectrometria Atdmica, localizado no Departamento de
Quimica, da UFSC (equipamento da marca Perkin Elmer, modelo
Nexlon 300 D, Shelton, USA). O limite minimo de detec¢do variou
conforme as condigdes do equipamento.

45.2.2 Determinacdo de nitrogénio amoniacal

A andlise do ion aménia foi realizada pelo método sugerido por
Vogel (1981). E um método colorimétrico, que utiliza o reagente
Nessler. Esse reagente foi preparado utilizando hidroxido de sédio para
dissolver o iodeto de merclrio e iodeto de potassio. A adicdo deste
reagente na amostra contendo amdnia forma NH,Hgl,. Essa substancia
possui cor alaranjada, € um coloide que precipita ao longo do tempo. A
absorbancia desse composto foi lida em 525 nm. A faixa de 1 até 15
mgN_NH, L™

45.2.3 Determinacdo de nitrito

A determinacéo ion nitrito foi realizada de duas maneiras. Para a
andlise de rotina dos reatores (B e o do reator utilizado no ensaio de
inibicio em processo continuo) foi realizado teste colorimétrico,
utilizando o Kit NitriVer2, da marca Hach , pelo método 8153, descrito
pelo fabricante. Nesse método o nitrito é reduzido & oxido nitroso pelo
sulfato ferroso em meio acido. O composto formado possui coloracdo
esverdeada. Apds adicdo e dissolugdo do reagente, espera-se 10
minutos, em seguida foi realizada a leitura da absorbancia da amostra
em espectrofotdmetro (Hach, modelo DR 5000), em 585 nm. A faixa de
abrangéncia do método é de 2 a 45 mg N_NOz L™

Para 0s ensaios cinéticos, devido ao grande nimero de amostras,
optou-se por efetuas as analises em cromatografo idnico da marca
Dionex, modelo ICS 5000. O sistema possui detector condutivimétrico
com supressdo eletrolitica. Para separacdo dos anions utilizou-se coluna
capilar lonPac AS18-Fast (0,4 x 150 mm) e pré-coluna lonPac AG18-
Fast (0,4 x 35 mm), ambas da marca Dionex, com volume de injecdo de
0,4 pL e vazio de eluente de 0,012 ml.min™

45.2.4 Determinacdo 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 inibicdo em processo continuo,



74

utilizou-se métodos colorimétricos. Para 0s ensaios cinéticos, foi
utilizada cromatografia idnica.

Para analise colorimétrica foi utilizado o método sugerido por
Cataldo e colaboradores (1975). Este método é baseado na complexagédo
do é&cido salicilico pelo ion nitrato, em meio 4cido. A leitura da
absorbancia foi realizada no espectrofotdmetro (marca Hach, modelo
DR 5000) no comprimento de onda de 410 nm. O limite maximo de
leitura é de 70 mg N_NO5 L™

Nos ensaios cinéticos as amostras foram analisadas em um
cromatografo da marca Dionex, modelo ICS 5000, com a mesma
configuragdo descrita no item anterior (4.5.2.3).

4525 Determinagdo de solidos suspensos totais e solidos
suspensos volateis
A determinacdo de sélidos suspensos totais foi descrita por
Zdradek e colaboradores (2006). Brevemente, a membrana de acetato
celulose foi seca em forno de micro-ondas, na poténcia de 180 watts,
por 15 minutos, resfriada em dessecador e pesada. A amostra foi filtrada
e submetida, juntamente com a membrana, a0 mesmo processo de
secagem descrito acima. A determinagdo da concentragcdo de solidos,
seguiu-se 0 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).

46 TRATAMENTO DOS DADOS

4.6.1 Calculo da viabilidade celular
Para calcular a porcentagem de bactérias que foram coradas com
o fluor6foro DAPI (as células viaveis), o seguinte calculo foi realizado:

Y, = XCX;CX“ 100% Equagdo 7

Onde,

Y b= Porcentagem de células ndo marcadas pelo DAPI (%);

X = NUmero de bactérias marcadas pelo DAPI no controle, sem
prata;

X, = NUmero de bactérias marcadas pelo DAPI nas amostras
expostas 8 NPAg e ao Ag”.
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4.6.2 Velocidade de producéo de nitrito

Para calcular a velocidade de producdo de nitrito foram plotados
graficos da variacdo da producdo de nitrito em fungdo do tempo. Foi
determinada a tangente da reta gerada que possuia a maior inclinacéo,
determinando a equacéo da reta que definiu a velocidade procurada.

4.6.3 Velocidade de consumo de ion aménio

Essas velocidades foram calculadas para os ensaios de tempo de
exposicdo a NPAg. Para obté-las foi feito raciocinio analogo ao
explicado no item anterior. Foram plotados graficos da variacdo da
amoOnia versus o tempo. Em seguida, foram determinadas as tangentes
de cada reta para a determinacéo da velocidade em quest&o.






5 RESULTADOS E DISCUSSOES

51 CULTURAPURA

Nos itens a seguir serdo apresentados e discutidos os resultados
obtidos nos ensaios realizados em cultura pura Nitrosomonas europaea,
realizados na Rice University.

5.1.1 Anélise de viabilidade celular

A suscetibilidade da bactéria estudada, Nitrosomonas europaea, a
exposicdo de diferentes concentraces de nanoparticula de prata (NPAg
—0; 0,075; 0,25; 0,5 e 0,75 mg Ag_NPAgL™) e ao fon de prata (0,075
mg Ag" AgNOs;.L™), na forma de nitrato de prata, foi verificada. Para
esta anélise foram coletadas amostras no sétimo dia de cultivo. A cultura
bacteriana foi exposta ao fluoréforo DAPI. O célculo foi realizado
conforme item 4.6.1 e os resultados estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 Porcentagem de células ndo coradas pelo corante DAPI

Concentracdo de Ag (NPAg ou Reducdo de bactérias coradas pelo
AgY) DAPI (%)
0,075 mg Ag"_AgNO; L™ 78+3,0%
0,075 mg Ag_NPAg.L-1 65+19,0%
0,25 mg Ag_NPAg.L-1 78%0,7%
0,5mg Ag_NPAg.L-1 71+1,4%
0,75 mg Ag_NPAg.L-1 74+0,8%

Esses resultados apontam que, apds sete dias de cultivo, o
porcentual de células que ndo foram coradas pelo fluor6foro DAPI, ou
seja, que ndo possuiam mais DNA de dupla hélice, foi semelhante para
todas concentrac@es. E interessante ressaltar que a presenca de 0,075 mg
Ag"_AgNO;.L™" (jon de prata) 9erou um resultado semelhante ao
causado por 0,25 mgAg_NPAg.L™, indicando que o primeiro composto
possui efeito tdxico aproximadamente 3 vezes maior que a
nanoparticula. Yang e colaboradores (2013a) calcularam a letalidade do
fon de prata e chegaram um valor de aproximadamente 80% para a
mesma bactéria, com 0,125 mg Ag*_AgNO; L ™. Entretanto, esse corante
cora ndo somente 0 DNA dentro de uma célula, também pode corar
pedacos de DNA que ainda estejam em fita dupla, de células bacterianas
que ja foram rompidas.
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Alguns estudos vém mostrando que o efeito tdxico das
nanoparticulas de prata estd relacionado, entre outros fatores, a
concentracdo de fons existentes no meio. Beer e colaboradores (2012)
estudou diferentes razfes entre 0s ions e as nanoparticulas, verificando
que quando a presenca de Ag* é elevada, a viabilidade celular ¢ menor.
Assim, aqui, apesar de ndo ter sido quantificada a liberagdo dos ions de
prata nestes ensaios com NPAg, é possivel inferir que o ion é capaz de
reduzir a presenca de DNA de fita dupla, ja que inibiu de forma mais
significativa que a NPAg. Outros apontam que um dos mecanismos de
acdo da nanoparticula de prata gera um rompimento ou desnaturacdo da
membrana plasmatica, 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 ndo possui mais
atividade. Por conseguinte, outras analises foram realizadas para melhor
compreender o mecanismo de agio das NPAg e Ag® sobre bactérias
nitritantes.

5.1.2 Formacao de nitrito

O nitrito é produto da oxidacdo da amdnia no processo de
nitritacdo (Equacdo 1), realizado pela bactéria aqui estudada
(Nitrosomonas europaea). Visando averiguar se a nanoparticula de prata
e 0 ion de prata eram capazes de influenciar a producdo de nitrito, um
estudo cinético de 7 dias foi realizado, retirando pontos nos dias 0, 1, 3,
5 e 7 para a determinacdo deste composto.

55NH," +760, +109HCO3 > CsH;0,N + 54NO, +57H,0 + 104H,CO;
Equagdo 1

A Figura 9 apresenta a formagéo de nitrito ao longo do periodo de
cultivo da bactéria estudada. Foi possivel observar que a concentracéo
de nanoparticula de prata utilizada ndo influenciou na conversdo de
amonia a nitrito em relagdo a sua concentracdo final, a concentracdo de
nitrito produzido, ao final de 7 dias, foi similar, em torno de 270 mg
N_NOZ’_L’l, para todos os experimentos, exceto na presenca de 0,075
mg Ag"_AgNO; L™, onde ndo houve a formagao do produto
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Figura 9 Producéo de nitrito durante os 7 dias de cultivo da N. europaea.
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Entretanto, nota-se que as curvas de producdo de nitrito possuem
uma inclinacdo diferente, para diferentes concentraces de nanoparticula
de prata. Em geral pode-se observar a progressdo caracteristica analogo
ao crescimento microbiano, passando por lag, exponencial e fase
estacionaria. Porém, para a maior concentracdo de NPAg (0,75
mgAg_NPAg.L™), observa-se que ocorre um retardo na producéo do
nitrito. H4 um prolongamento da fase lag em relacdo aos outros casos,
havendo uma maior inibicdo da N. europaea frente a essa concentracao.
NPAgCNPAgom as curvas indicadas na Figura 9, identificando os
trechos de maior inclinacdo, NPAgas velocidades e as inibi¢cGes geradas
e estdo indicadas na Tabela 10.

Tabela 10 Velocidade de producéo de nitrito pela Nitrosomonas europaea e a

respectiva inibigéo.

Concentracédo de Velocidade de Inibigéo (%)
Ag_NPAg.L? producéo de nitrito (mg
N_NO,.L*d%)
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” AgNOs;.L™ 0,00 100,00
Claramente, a medida que aumenta a concentracdo de

nanoparticula de prata, menor a velocidade de produgdo de nitrito e
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maior a inibicdo. A velocidade de produgdo 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™, respectivamente. Sendo que as bactérias expostas ao fon
de prata ndo apresentaram atividade. Isso corrobora com alguns estudos
gue indicam que o ion de prata € o verdadeiro inibidor microbiano (X1U
et al., 2012). Entretanto, este ion é capaz de se ligar a compostos
presentes em plantas de tratamento de efluentes e também pode formar
aglomerados, devido a forca ibnica do meio, reduzindo seu efeito toxico,
devido a menor liberacdo dos ions. Por outro lado, as nanoparticulas de
prata podem ser mais eficazes na sua atividade antimicrobiana, pois
libera o ion muito proximo da célula, fazendo com que a sua atividade
seja maior em alguns casos (YANG et al.,, 2014; COLMAN et al.,
2013).

Construindo-se o grafico de correlagdo: inibicdo versus
concentragdo de nanoparticula observa-se uma forte relagéo linear (R* =
0,98) entre esses dois fatores (Figura 10), sendo o efeito inibitorio
exclusivamente ligado a dose, neste caso. Os autores que trataram 0s
resultados de forma semelhante também encontraram uma relagéo linear
entre a dose e a inibigdo, corroborando com os resultados aqui
encontrados (RADNIECKI et al., 2011).

Figura 10 Correlacéo entre o grau de inibicdo da atividade da cultura pura de
Nitrosomonas europaea e a concentracdo de NPAg.
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Através da equagdo indicada na Figura 10, foi encontrado um
K150 de 0,85 mg Ag_NPAg.L™, semelhante ao encontrado por Yuan e
colaboradores (2013) (0,91 mg Ag_NPAg.L™). Os autores testaram 3
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diferentes NPAg e também detectaram a inibicdo da nitrificacdo pela
producdo de nitrito, constataram reducdo de aproximadamente 90% na
oxidacdo da amobnia para uma concentracdo de aproximadamente 1
mgAg_NPAg.L™ (diametro aproximado de 6 nm). Neste estudo ndo foi
avaliada esta concentracdo, entretanto, para 0,75 mgAg _NPAg.L” a
inibigdo foi de 42,64%. Como a inibicdo em cultura pura segue ajuste
linear para as concentragbes testadas aqui (Figura 10), para a
concentracdo avaliada por Yuan e colaboradores (2013) néo
atingiriamos tal inibi¢do. Isso pode ser atribuido ao tamanho da particula
(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 gréaficos (Figura 9 e Figura 10) indicam que os ions de
prata, mesmo em baixas concentracbes sdo mais toxicos que a
nanoparticula por si s6, sendo que em nenhum momento houve a
formacdo de nitrito. Foi possivel observar também que, nessas
condi¢des, ha uma inibicdo transitéria e ha uma adaptacdo da cultura a
presenga do composto toxico, recuperando a sua atividade, sendo que no
quinto dia praticamente ndo havia mais inibicdo em relacdo a producéo
de nitrito (Figura 9). Radniecki e colaboradores (2011), também
verificaram a inibicdo da mesma cultura em 3 horas de exposicéo,
porém, apds um procedimento de lavagem, buscando remover toda
NPAg presente, ndo foi observado retorno da atividade nitritante.

Recuperagdo do sistema nitrificante apds a exposicdo aos
compostos toxicos foi citada na literatura em culturas mistas, em testes
em reatores em escala de bancada. A presenca de fluoretos e Cobre (1)
em sistemas de tratamento de efluentes indicou um aumento da fase lag
nas bactérias oxidadoras de amdnia, porém, apds aproximadamente 3
dias para fluoretos e 5 dias para o cobre (Il), houve recuperacdo das
mesmas. Em ambos o0s casos o0s autores atribuem a recuperacdo a
mudancgas fisioldgicas da comunidade microbiana, ou até mesmo
mudanca na estrutura da comunidade, ocorrendo um aumento de uma
espécie mais resistente ao toxico em questdo (OCHOA-HERRERA et
al., 2009, OCHOA-HERRERA et al., 2011).

Liang e colaboradores (2010), utilizando nanoparticulas de prata,
em cultura mista, observaram que apds aproximadamente 10 dias o
sistema recuperou a capacidade de oxidar aménia, porém, demorou 25
dias para recuperar parcialmente a atividade respirométrica. Hajipour e
colaboradores (2012), citam a existéncia de bactérias que, como
mecanismo de defesa, formam polimeros extracelulares que se ligam as
nanoparticulas, reduzindo seu impacto. Outras culturas internalizam a
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NP ou ainda mudam a expressdo de genes, sendo capazes que reparar 0
DNA danificado.

Fazendo um simples balanco de massa é verificado que uma
grande quantidade de nitrogénio ndo é transformada em nitrito. Sabe-se
que 0 meio contém 50mM de NH4* (900 mgNH,* L™ ou ~ 700 mgN.L™)
e que no final da cinética havia aproximadamente 890 mgNO, L™ (~271
mgN.L™). A fase lag prolongada com o aumento da concentragdo de
prata pode ser atribuida a queda da atividade enzimatica ou ao menor
crescimento microbiano em altas doses de prata (ROLFE et al., 2012).
Entretanto, ap6s 5 a 7 dias de exposi¢do, a concentracdo de nitrito
atingiu um platé similar em todos os casos. Aproximadamente 39% de
aménia adicionada ao ensaio (~271mg NL™) foi transformada em
nitrito. Sabe-se que a oxidacdo da amonia pode ser reduzida devido a
concentracBes elevadas de nitrito devido a sua interagdo com amonia
monooxigenase, reduzindo a sua atividade (STEIN e ARP, 1998).

Até o momento ndo foi encontrado na literatura estudo com o
calculo dessas velocidades de producéo de nitrito, durante os varios dias
de exposi¢do para cultura pura, ndo sendo possivel comparar os
resultados. Mas é possivel afirmar que diferentes concentracdes de prata
influenciam a atividade dessas bactérias, sendo provavel que a
exposicdo continua leve a inibigéo de sistema nitritante.

513 Liberacao de prata

Juntamente com o0s ensaios cinéticos onde houve a coleta de
dados para a analise de nitrito, foram coletadas amostras para a detectar
a liberag&o de ions de prata no meio, ndo aderida em bactérias.

A inibicdo da atividade microbiana pela presenca de prata pode
ser atribuida tanto aos ions deste metal como a nanoparticula de prata. E
sabido que os ions de prata sdo altamente toxicos (XIU et al., 2011),
deste modo esta andlise buscou verificar a relagdo entre a presencga
desses ions e a inibicdo da atividade bacteriana. A Tabela 11 mostra os
resultados obtidos apds os 7 dias de cultivo.

Tabela 11 Concentragdo de ions de prata liberados de nanoparticulas de prata.

Concentracéo de Concentracéo de Porcentagem de Ag*
NPAg (mg L™ Ag'(mgL™) liberada (%)
0,075 Né&o detectado Né&o detectado
0,25 4,64%0,075x10° 1,86%
0,50 4,730,095x10° 0,95%

0,75 5,87+1,11 x10°3 0,78%
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Observou-se que a concentragdo de Ag® liberado, para
concentrages superiores a 0,25 mgAg_NPAg L™, foi em torno de 5x10
*mg L™, ndo havendo grandes variacdes. Para verificar se esse valor era
0 maximo que poderia ser liberado das nanoparticulas, ou seja, se 5
ngL? era a concentracio de saturacdo de fons de prata para esta
solucdo, foi realizado um teste com a concentracdo maxima e minima de
NPAg, somente com 0 meio e com a prata, sem a presenca de bactérias.
Observou-se que para a concentragdo de 0,075 mgAg_NPAg.L™ foram
liberados 12,23 x10° mgAg* L™ (16,3%) e para 0,75 Ag_NPAg.L™,
76,15x10° mgAg* L™ (10,2%), indicando que ndo hé saturagdo nestas
condicdes. E interessante citar que no foi detectado a liberacdo do fon
em &gua ultrapura, portanto a liberacdo estd atrelada, entre outros
fatores, a composicao do meio.

Assim, os dados indicam que a prata estava ligada
eletrostaticamente a superficie da bactéria, podendo causar danos a
bactéria, reduzindo sua atividade (MATSUMURA et al.,, 2003).
Morones e colaboradores (2005) testaram diversos tamanhos de NPAg
na presenca de bactérias gram-negativas e através de analises de
microscopia eletronica, NPAg aderidas na membrana das bactérias.
Além disso, a superficie da bactéria possui carga negativa e também
pode atrair os ions de prata (positivos) para sua superficie (XIU et al.,
2011). Assim, a concentracdo de ions na presenca de N. europaea sera
reduzida, pois estes, assim como a NPAg, poderdo estar aderidos na
superficie da mesma. O ion possui afinidade aos grupos tiol presentes na
membrana celular, o que pode resultar numa redugéo da concentragdo de
Ag’ no meio (RADNIECKI et al., 2011). Uma digestdo em meio acido
pode liberar os ions das bactérias, podendo assim, detectar uma
concentracdo maior do ion.

Radniecki e colaboradores (2011) observaram o efeito tdxico dos
fons de prata liberados de NPAg sobre a mesma bactéria pesquisada
aqui. Os autores verificaram que quanto maior o tamanho da
nanoparticula, menor a concentracdo de prata liberada (30% para NPAg
de 20 nm e 5% para NPAg de 80nm).

A Figura 11 apresenta a variacdo da concentracdo desse ion ao
longo do tempo, para as diferentes concentracbes de nanoparticulas
testadas. A quantidade de ions liberados do ensaio contendo 0,075
mgAg_NPAg.L™" ficaram abaixo do limite de deteccdo do equipamento.
Observa-se que o dia 3 apresenta, em geral, concentragdo de ion de prata
superior ao encontrado no sétimo dia. Esse fato pode ter ocorrido, pois,
a medida que o ion 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



como sulfatos, cloretos e fosfatos presentes no meio, a sua
biodisponibilidade serd& menor. (Wang et al., 2003). Entretanto, em
nenhum momento a concentracdo de ions de prata chega ser superior
que a concentragdo minima inibitdria descrita na literatura, 25x10™ mg
Ag" AgNO;L™, sendo assim podemos atribuir a inibicdo aqui
encontrada & nanoparticula de prata que tem sua concentragdo minima
inibitéria de 0,5 mgAg_NPAg.L™ (YANG et al., 2013a).

Figura 11 Variagdo da concentragdo do ion de prata liberado para o meio, ao
longo do tempo, para diferentes concentragdes de NPAg, em cultivos contendo
N. europaea. As barras indicam o desvio padrao.
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Ao confrontar os dados de liberacdo de ions com a producdo de
nitrito, observa-se que a maior diferenga entre os pontos, relativa a
producdo de nitrito, estd no terceiro dia (Figura 9). Neste dia, a
concentracdo de Ag* foi maior que os demais, com exce¢do do ponto 0,5
mgAg_NPAgL™ que possui uma grande variacdo associada a ele.
Assim, pode-se supor que neste momento, pode ter havido maior
inibicdo da cultura, ja que muitos estudos apontam o ion como o
verdadeiro agente toxico. Entretanto, a concentracdo aqui testada néo foi
suficiente para inibir definitivamente a Nitrosomonas europaea. Além
disso, pode-se inferir também que a partir deste dia (dia 3) houve maior
absorcdo do ion pela bactéria, pois a concentracdo foi menor nos demais
dias.
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5.14 Efeito da Nanoparticula de Prata e do fon de prata
na expressao génica

O efeito da exposicdo da bactéria N. europaea a diferentes
concentracdes de nanoparticula de prata (0,075 e 0,75 mgAg_NPAgL™)
e ao fon de prata (0,075 mgAg"_AgNO; L™) esta apresentado na Figura
12. Essas concentragdes foram escolhidas, pois representam a minima e
a maxima inibicdo estudada para NPAg, a concentracdo do ion foi
escolhida para efeitos comparativos. Para interpretar essa figura deve-se
considerar que onde as “barras” estdo entre o0 “+1” ¢ 0 “-1” a expressdo
daquele gene ndo sofreu modificacdes significativas quando a bactéria
foi exposta a condicdo experimentada (LIVAK e SCHMITTEN, 2001).
Quando as “barras” estdo fora desses limites, acima ou abaixo de %1,
diz-se que a expressdo daquele gene foi reprimida (negativa) ou entdo
estimulada (positiva), reduzindo ou aumentando, respectivamente, a
velocidade da reacdo em que as enzimas codificadas por esses genes
catalisam.

Figura 12 Expressao dos genes funcionais da Nitrosomonas europaea apos a
exposicdo ao ion de prata e duas concentragdes de NPAg.
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Deste modo, interpretando a Figura 12 e comparando-a com a
Figura 4 (pégina 43), pode-se observar o comportamento bacteriano pela
expressao dos genes. Suple-se que a formacdo de hidroxilamina, um
intermediario da reacdo de nitritacdo é mais influenciada pela presenca
de concentragBes mais elevadas de NPAg, pois, as subunidades do gene
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amo foram mais reprimidos que o hao2. Isso sugere que a oxidagéo da
amOnia até hidroxilamina sera mais lenta do que a oxidacdo do
hidroxilamina ao nitrito ou Oxido nitrico (NO). Isso ocorreria
principalmente para a concentragdo de 0,75 mgAg_NPAg.L™, onde a
expressdo desses genes foi mais reprimida que quando expostos a 0,075
mg L™ de NPAg e AgNO;. Esta condicio pode ocasionar uma producéo
de NH,OH lenta (0,75 mgAg_NPAgL™), acumulando aménia.
Corroborando com a producéo de nitrito, quando a bactéria foi exposta a
0,75 mgAg_NPAg L™ e a fase lag foi maior que nas demais situacdes
(Figura 9, pagina 79). Lembrando que para este ensaio as bactérias
foram expostas por 24 horas, logo ndo é possivel perceber a possivel
modificacdo da expressdo dos genes apds 5 dias de exposi¢do, por
exemplo. A expressdo desse gene (amoABC) pode justificar
parcialmente a ndo formacdo de nitrito na presenca dos ions de prata,
entretanto a inibicdo na expressdo deste gene foi menor do que na
exposicdo a 0,75 mg Ag_NPAg.L™. Portanto outro mecanismo inibitério
pode estar ocorrendo ndo indicado pelos genes aqui estudados. Estudos
reportaram que Ag® podem se ligar a compostos contento enxofre e
fosforo (DNA e proteinas, 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
repressdo dos genes amodnia monooxigenase também foram observados
durante a exposic¢do a outros metais pesados como o niquel, indicando a
alta suscetibilidade desse grupo de bactérias (BOA) aos compostos
toxicos (Yeung et al., 2013).

Yuan e colaboradores (2013) verificaram a repressdo desses
genes quando a mesma bactéria foi exposta a concentragdes elevadas de
NPAg (1000 mgL™). Yang e colaboradores (2013a) também
encontraram que a oxidacdo da amonia € mais afetada pela presenca de
prata do que a formagdo de nitrito pela reducdo da hidroxilamina. No
entanto, as concentracBes pesquisadas por esses autores (YANG et al.,
2013a) foram subletais (2,5 pgL™) e a oxidacdo da aménia foi
estimulada, ao invés de reprimida, indicando um comportamento de
defesa perante a presenca de um agente toxico, aumentando a
respiracdo, produzindo mais energia para reparar algum dano que possa
ter ocorrido.

O gene sodB codifica a enzima superdxido dismutase que é
induzida na presenca de radical superdxido e espécies reativas de
oxigénio intracelulares (ALQUERES et al., 2010). Este foi reprimido
para 0,075 mgAg*_AgNOs. L™ e 0,75 mgAg_NPAg.L™.
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A expressdo do gene nirK esta ligada a formagéo de éxido nitrico
(NO), que é um precursor para a formacéo de N,O, um conhecido géas de
efeito estufa. Sua expressdo foi determinada para identificar se havia
possibilidade de formacéo desse gas (6xido nitroso) na presenca de ion e
nanoparticula de prata, uma vez que esse gas pode ser emitido durante a
nitrificacdo em situagdes de estresse (KOOL et al., 2011; HOOPER e
TERRY, 1979). Como a sua expressdo foi reprimida nos casos com
0,075 mgAg L™ e 0,75 mgAg_NPAg.L™, néo é possivel afirmar que ha
possibilidade de formacdo de gases de efeito estufa na presenca desse
toxico nessas condigdes. Todavia, 0 gene hao2 nao foi susceptivel a
presenca de 0,075 mgAg_NPAg.L™, indicando que a formacdo de NO
por esta rota metabolica ainda é possivel, sendo necessario futuras
investigagbes. De acordo com o balangco de massa calculado
anteriormente, nem todo nitrogénio adicionado foi recuperado na forma
de nitrito. Deste modo, existe a possibilidade que parte desse N tenha
sido direcionado para a formacdo de éxido nitrico e nitroso. Pois, a
formacédo de hidroxilamina ndo foi completamente inibida e pode haver
formagdo de NO, através da acdo da enzima hidroxilamina
oxidoredutase e, em seguida formacdo da N,O, pela acdo de Oxido
nitrico redutase (Figura 4).

Aqui, todos os genes pesquisados tiveram suas expressGes
reprimidas, mas isso ndo significa que a funcdo que eles exercem nédo
esteja ocorrendo. Significa apenas que ocorre de forma mais lenta. Esta
analise se mostra como um indicativo do que estd acontecendo no
metabolismo na bactéria. Entretanto para vincular a esta analise ao que
ocorre em sistemas naturais de nitrificacdo ou mesmo em plantas de
tratamento de efluentes, é necessario averiguar esses dados com dados
cinéticos.

52 CULTURA MISTA

A seguir serdo discutidos os resultados obtidos nos ensaios com
cultura mista, realizados no Laboratério de Tratamento Bioldgico de
Residuos, localizado no Departamento de Engenharia Quimica 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 0s demais ensaios. O mesmo foi operado

durante 617 dias, onde a estratégia de alimentacdo se mostrou eficiente
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para que as bactérias oxidadoras de amonia (BOA) crescessem com
maior velocidade que as bactérias oxidadoras de nitrito (BON) e,
consequentemente, a formacéo de nitrito foi maior que a de nitrato.

A Figura 13 indica os dados obtidos durante todo o monitoramento. As
fases I, Il e Il indicam momentos em que houveram as maiores
modifica¢Bes durante a operagdo desse reator. Na Fase | (dia 1 ao dia 60
de operagdo) houve duas modificagdes. No dia 50, o reator “A” foi
substituido pelo reator “B”, havendo durante 10 dias uma progressdo
gradativa do volume, de 1,5 L para 8 L. Apds isso, no dia 60, iniciou-se
a introducdo da alimentagdo adaptada para os ensaios aqui realizados,
onde até o dia 59 utilizava-se 0 meio Campos sem modificacdes
(CAMPOS et al., 1999). Apos esse periodo, o meio foi substituido pelo
descrito na Tabela 4 (pagina 64) e Tabela 5 (pagina 65), visando reduzir
a concentracgdo de ions que poderiam se ligar aos ions de prata.

Figura 13 Concentragédo das formas nitrogenadas ao longo da operacdo do reator
para enriquecimento em BOA. Fase | — mudanca de meio; fase Il — operacéo do
reator com aproximadamente 700 mg N_NH,".L™" e fase 111 — redug#o de carga
do reator (100 mg N_ NH,".L-1). Onde N_NH,"S — concentrago de ion amdnio
na saida do reator; N_NH,E - concentragio de ion aménio na entrada do reator;
N_NO,’S - concentracéo de nitrito na saida do reator; N_NO;S - concentracdo
de nitrato na saida do reator.
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O regime de operacdo do reator estabelecido (3 ciclos de 8 horas,
com aeracdo intermitente em periodos com 15 minutos aerados e 45
minutos sem aeracdo, onde a alimentacdo foi adicionada durante todos
os periodos aerados) foi suficiente para que houvesse limitacdo de
oxigénio, que favorece as BOA. A alimentacéo feita desta maneira, ndo
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permitiu grandes variacbes do pH durante o ciclo. Durante toda a
operacdo a concentracdo de ion aménio no efluente do reator ficou
relativamente alta (~ 230 mg N_NH,".L™), isso contribui para a inibic&o
das BON. Esta condicéo, juntamente com o pH maior que 7,5, colabora
para a formacao de aménia livre que inibe a atividade dessas bactérias.

A concentracdo de oxigénio dissolvido durante os periodos
aerados esteve em torno de 3 mg O,.L™ e, ao desligar a aeracéo, ficava
proximo de zero, limitando a disponibilidade de oxigénio, o que
favorece as BOA.

A amoénia sempre estad de forma residual no final de cada ciclo,
devido a sua adicdo durante o ultimo periodo aerado, ndo havendo uma
oxidacdo total da mesma. Em média, durante toda a operacdo do reator,
houve oxidacdo de mais de 55% de amonia até nitrito.

No inicio da fase Il, a concentragdo de aménia da alimentagéo foi
aumentada de 800 para 1200 mg N_NH, L™ porém, o reator se
mostrou instavel e a concentracdo foi reduzida novamente. Quanto a
adaptacdo da biomassa nitritante, ela se mostrou rapida. Na fase | foi
possivel ver o aumento da concentragdo de nitrito até a sua
estabilizacdo. Ja, o nitrato foi formado em quantidades muito menores,
mostrando que a estratégia de alimentacdo adotada foi eficiente. No
inicio da fase Il observou-se uma variagdo consideravel na produgéo de
nitrito e no consumo de amonia, devido, provavelmente a mudanca de
meio. Diferentemente dos reatores operados com o meio tradicional
proposto por Campos e colaboradores (1999) a biomassa nédo apresentou
a mesma rapidez de adaptacdo. Bressan (2012) apresentou resultados
satisfatérios, com a mesma forma de aeracdo em 60 dias, porém com
outro meio nutritivo.

Outra caracteristica desse reator, diferente dos demais nitritantes
operados no laboratdrio, é que a biomassa nunca apresentou a coloracéo
alaranjada normalmente obtida pelo enriquecimento das BOA (culturas
puras de Nitrosomonas europaea apresentam essa coloracéo), indicando
gue o meio utilizado influenciou na selecdo das mesmas.

Demais variagBes ocorridas durante a fase Il e Il de operagdo
foram devido a retirada de biomassa para 0s ensaios que serdo
discutidos a seguir.

Logo antes do inicio da fase Il de operacédo (dia 508) houve uma
grande retirada de biomassa do reator, reduzindo de forma expressiva a
concentracdo da mesma. Para que o reator recuperasse a sua biomassa,
sem sofrer inibicdo pelo excesso de amoénia, foi reduzida a concentra%éo
de amonia na alimentac&o para aproximadamente 100 mg N_NH,".L™.
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Durante a maior parte da operacdo do reator pode-se dizer que foi
possivel obter uma biomassa estdvel e enriquecida em bactérias
oxidadoras de aménia, devido ao longo periodo de operacdo do reator
em condigdes para enriquecimento das mesmas. Deste modo, obteve-se
uma cultura nitritante necessaria para os ensaios realizados. Somente na
fase Ill, onde foi retirada quase 80% do volume do reator para um
experimento é que nao foi possivel adaptar novamente o reator.

5.2.2 Caracterizacéo da nanoparticula de prata

Para os ensaios de cultura mista a nanoparticula de prata foi
adquirida do mesmo fornecedor das nanoparticulas utilizadas nos
ensaios de cultura pura. Porém, como foi um lote diferente, a
caracterizacdo da mesma se fez necesséria.

A compreensdo sobre as caracteristicas fisico-quimicas das
nanoparticulas (NP) é fundamental para um estudo toxicoldgico, uma
vez que isso pode afetar a maneira com que elas agem sobre um
determinado grupo de microrganismos.

5.2.2.1 Determinagéo do potencial zeta

E u uma grandeza que pode ser usada para compreender o
impacto ambiental e na salde humana que as nanoparticulas podem
causar (MONTEIRO-RIVIERE e TRAN, 2007; e ZHANG et al., 2008),
uma vez que ele indica se 0o composto em estudo tem estabilidade
eletrostatica suficiente para manter a sua estabilidade. Sua medicédo é
necessaria para este tipo de nanoparticula para podermos compreender
alguns mecanismos de a¢ao dessas NPAg sobre bactérias.

O potencial zeta uma propriedade fisica que mede a estabilidade
do sistema coloidal. Sabe-se também que para uma particula ndo formar
aglomerados, ou seja, para que ela seja estavel, o valor do potencial
deve ser maior que +30 mV ou menor que -30 mV (ALVAREZ-
PUEBLA et al., 2005). Quanto mais préximo de zero, menor sua
estabilidade.

O pH é um fator importante, que influencia essa medida, pois a
presenca de fons OH™ ou H" influenciara no potencial da mesma. Se o
potencial for negativo, por exemplo, a adicionarmos 4&cido, este
potencial ird mudar até que fique positivo, caso a concentragdo 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 agua ultrapura. Mesmo
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assim, sempre antes de qualquer ensaio utilizando essa NPAg, a solucéo
era mantida em banho de ultrassom por 20 minutos. No caso da
nanoparticula 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 concentracdo de OH™ no meio, mais negativo ele sera, o
que podera contribuir para a dissipacdo das nanoparticulas aqui testadas
no meio liquido.

5.2.2.2  Microscopia eletrdnica de transmisséo

A microscopia eletronica de transmissdo (MET) foi utilizada com
0 objetivo de verificar a morfologia e 0 tamanho das nanoparticulas de
prata utilizadas.

A Figura 14 mostra as imagens obtidas em duas escalas. Ela
mostra que as nanoparticulas possuem em geral, um formato esférico.
Elas ndo estdo dispersas como &€ comum verificar em imagens de
nanoparticulas produzidas em escala laboratorial, utilizando citrato, por
exemplo. Um dos motivos pode ser o potencial zeta, que ja indica uma
certa tendéncia a formacdo de aglomerados Lu e colaboradores (2010)
indicaram que nanoparticulas de prata, quando secas, podem ser
oxidadas pelo ar, podendo formar 6xidos de prata.

Figura 14 Imagens da nanoparticula de prata obtidas através do MET. (a)
Microfotografia com escala de 100 nm; (b) microfotografia com escala de 50
nm.

(@) (b)

Com estas e outras imagens (ndo mostradas aqui) fornecidas pelo
MET foi possivel montar um histograma com a distribuicdo de tamanho
das NPAg (Figura 15), indicando que 34 % das nanoparticulas possuem
didmetro de aproximadamente 33 nm, 25 % possuem didmetro de
aproximadamente 40 nm. Em média, os valores ficaram em 44,61 nm.



92

Figura 15 Distribuigdo de tamanho das nanoparticulas.
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Os valores aqui encontrados ficaram acima do especificado pelo
fabricante, que diz em seu laudo que as particulas teriam um tamanho
uniforme de 25 nm.

5.2.3 Inibicdo em processo em batelada sobre a
comunidade nitritante enriquecida

Para estes testes utilizou-se a biomassa enriquecida em bactérias
oxidadoras de amoénia, cultivada no reator “B”, em agitacdo orbital
(shaker), com diferentes concentracdes de nanoparticulas de prata e,
separadamente, ions de prata. Ambos os testes serdo discutidos a seguir.

Antes da realizacdo destes ensaios, foi feito um teste abiético,
com as mesmas concentracdes de NPAg e Ag”, visando verificar se a
prata causaria alguma interferéncia no pH ou no oxigénio dissolvido ao
longo dos experimentos. Os dados obtidos mostraram que essas
grandezas ndo sdo influenciadas pela prata e ndo sofreram modificagdes
significativas ao longo do tempo (Vide Anexo 9.1, paginal45).

5.2.3.1 Inibicdo em processo em batelada de nanoparticula de prata
sobre as bactérias oxidadoras de amdnia
Para este ensaio, as diferentes concentracdes de nanoparticulas de
prata testadas apresentaram diferentes niveis de inibigdo. A Figura 16
mostra o consumo de amdnia ao longo das 14 horas de reagéo. E nitida a
reducédo deste consumo a medida que a concentracdo de nanoparticulas
de prata aumenta.
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Figura 16 Consumo de amonio pelas BOA em fungdo do tempo, em diferentes
concentragdes de NPAg.
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Este resultado apenas demostra a tendéncia de inibicdo da
atividade das BOA. Nao foi utilizado para o calculo de porcentagem de
inibicdo, pois este resultado pode ser influenciado pelo arraste de
amonia em pH acima de 8. Em alguns casos, como com concentra¢fes
mais elevadas de NPAg (25 e 30 mg Ag_NPAg.L™), onde praticamente
ndo houve consumo, o pH se manteve elevado (entre 8,2 e 8,3), podendo
comprovar o pequeno consumo mostrado. Esse grafico indica também,
gue para o controle, em 10 horas, praticamente toda a aménia ja havia
sido consumida. Entretanto, o mesmo ndo foi observado para as
concentracdes entre 10 e 20 mg Ag_NPAg.L™, que em 14 horas ainda
ndo haviam consumido tudo. Para as concentracfes de 25 e 30 mg
Ag_NPAg.L™ houve um comportamento muito semelhante, indicando
que acima de 25 mg Ag_NPAg.L™ ja ndo ha mais atividade nitritante.

A Figura 17 mostra a producédo de nitrito durante as 14 horas de
ensaio. Pode-se observar que, a maior parte do consumo de ion amonio
foi direcionado para a producdo de nitrito. Havendo uma diferenga
consideravel na velocidade de producdo de nitrito em cada exposicao.
NPAg



94

Figura 17 Producéo de nitrito durante a exposi¢do da cultura nitritante a NPAg.
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Para calcular as velocidades especificas de consumo de nitrito
foi considerada a concentracdo de sélidos suspensos volateis 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™, respectivamente, para os ensaios com 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30
mg Ag_NPAg.L™. As velocidades especificas encontradas estio na

Tabela 12.

Tabela 12 Velocidades especificas de producéo de nitrito nos ensaios de
inibicdo em batelada das BOA com NPAg.

Concentracédo de

Velocidade especifica de produgao Inibicdo

Ag_NPAg.L™? de nitrito (mg N_NO,".(gSSV.h) %) (%)
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 inibicdo da atividade
das bactérias oxidadoras de amonia a medida que a concentragdo das
NPAg também sofre acréscimo. Para a determinagdo da concentragdo
necessaria para inibir 50% da atividade bacteriana (KI50) e relacionar
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cada concentragdo com um indice de inibicdo, foi plotado um gréfico
inibicdo versus concentracdo de prata, que foi ajustado com um
polindmio de segundo grau (Figura 18).

Figura 18 Correlagdo entre o grau de inibigdo da atividade das bactérias e a
concentragdo de NPAg.
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Pela equacdo indicada pela Figura 18, foi encontrado um K150
de 10,75 mg Ag_NPAg.L™. Choi e Hu (2008) encontraram inibicdo de
50% do crescimento de bactérias nitrificantes para a concentracdo de
0,14 mg NPAg.L™. Um valor expressivamente menor do que o
encontrado aqui. Porém, esses autores utilizaram um método muito mais
sensivel que mede pequenas variagdes na respiracao celular.

Entretanto, sabe-se que culturas mistas s8o muito mais
complexas e, devido a isso, apresentam uma maior resisténcia a
presenga de compostos antimicrobianos. Portanto esse valor ¢é
considerado elevado e, provavelmente, ndo seria encontrado em plantas
de tratamento de efluentes. Gue colaboradores. (2014) encontraram
inibicdo de apenas 24,9% na oxidacdo da aménia quando a cultura
presente em lodos ativados foi exposta a 50 mg NPAg.L™, valor abaixo
do encontrado neste estudo. Um dos motivos para isso, € a cultura
utilizada nesta pesquisa, enriquecida em BOA, que sdo conhecidamente
mais sensiveis a presenca de compostos toxicos. Os autores atribuiram e
reducdo da atividade a ruptura da membrana celular, causada pelas
nanoparticulas de prata, com tamanhos superiores a 10 nm, devido
penetracéo fisica ou reacBes quimicas na superficie da bactéria. Eles ndo
encontraram a formac&o de espécies reativas de oxigénio.
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Porém, outros estudos demonstram que a presenca de NPAg
pode estimular a formacao dessas espécies (CHAIRUANGKITTI et al.,
2013) e causar danos a mitocondria e, também, a membrana. Entretanto
esses testes foram realizados em células cancerigenas pulmonares. Em
testes com culturas de Nitrosomonas europaea nao foram encontradas a
formagdo das espécies reativas de oxigénio (YANG et al., 2013a). J4,
Choi e Hu, 2008, em uma cultura enriquecida de BOA encontraram
espécies reativas de oxigénio e a sua concentracdo apresentou correlacao
com o indice de inibicdo. Porém, é diferente para diferentes formas de
prata, mostrando que outros mecanismos podem agir sobre este tipo de
bactéria. Choie colaboradores, 2008, observaram inibicdo maior que
809% para uma cultura nitrificante com apenas 1 mg.L™* de NPAg. Neste
estudo, com 5 mg Ag NPAg.L™ o indice de inibicio foi de
aproximadamente 30%. As nanoparticulas utilizadas pelo autor tinham
14 nm de diametro e sabe-se que quanto menor o diametro, maior a area
superficial, maior o efeito inibitério.

Um dos fatores que pode levar a inibigdo por prata, é a presenca
de fons 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) ha
a presenga de outros anions que podem complexar com a prata, como
cloretos, sulfetos, tiossulfatos, entre outros (CHOI et al., 2008),
minimizando seu efeito. No caso deste estudo, a presenca desses anions
foi reduzida, evitando assim, que os Ag", dissolvidos das NPAg, fossem
complexados.

A Tabela 13 mostra a concentragcdo de ions encontrados no
sobrenadante de cada ensaio. Verificou-se que, até o ensaio com 20 mg
Ag_NPAg.L™" ndo foi detectada a presenca dos fons (ou foi menor que o
limite de detec¢do do equipamento). Acima disso, foi observada a
presenga dos mesmos. Porém, as concentracdes aqui reportadas, com
excecdo do ensaio com 30 mg Ag_NPAg.L™, estdo abaixo daquelas que
estdo apresentadas na literatura como minimas inibitérias (0,025 mg
Ag"_AgNO;.L™?, YANG et al., 2013). Mesmo quando a concentragio de
fons ficou acima da minima inibitéria, o0 comportamento do consumo de
amonia e producdo de nitrito foi muito semelhante ao ensaio com 25 mg
Ag_NPAg.L™ (Figura 16 e Figura 17). Portanto, ndo é possivel associar
a inibi¢do ocorrida aqui a presenca desses ions.
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Tabela 13 Concentragdo de ions de prata liberada da NPAg em cada ensaio.
Ensaio (concentracdo de Ag_NPAg.L™) ‘ Ag (mg.L)*

0 <0,012
5 <0,012
10 <0,012
15 <0,012
20 <0,012
25 0,01947 + 0,0017
30 0,03452 + 0,0022

* Limite de deteccdo do equipamento 0,012 mg.L™"

Dados aqui apresentados, como velocidade de formacdo de
nitrito, calculo da inibicdo da atividade nitritante e KI50 ndo sédo
reportados na literatura. Buscando compreender como as hanoparticulas
podem agir sobre a cultura enriquecida de bactérias oxidadoras de
amonia, optou-se por fazer um teste com nitrato de prata (Ag®). Este
teste foi realizado para avaliar o efeito que apenas 0s ions podem causar
sobre a cultura, uma vez que,ha estudos diversos apontando a NPAg
como mais toxica e outros os ions de prata como agente toxico.

5.2.3.2 Inibicdo em processo em batelada de ions prata sobre as
bactérias oxidadoras de aménia.

Foram utilizadas concentra¢des menores do que as testadas com
NPAg. Pois, a principio ja era esperado maior nivel de inibicdo. A
Figura 19 mostra o consumo de aménio ao longo das 14 horas de
reacao.

Aqui, mais uma vez nota-se que a dose de prata é obviamente
associada ao nivel inibitério, quanto maior a concentracdo, menor o
consumo de aménio. Assim como no ensaio com NPAg, esses dados
ndo serdo usados para o célculo das velocidades, e sim a producéo de
nitrito (Figura 20).
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Figura 19 Consumo de ambnio pelas BOA em fungéo do tempo, em diferentes
concentraces de Ag”.
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Figura 20 Producéo de nitrito durante a exposicéo da cultura nitritante & Ag™.
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Observa-se claramente a influéncia da concentracéo do ion sobre
a producéo de nitrito (Figura 20). Com apenas 0,1 mg Ag*_AgNO; L™ é
possivel observar diferenca entre a producdo de nitrito em relagcdo ao
controle, ficando praticamente constante apés 8 horas de reacéo.

Para a determinagdo das velocidades especificas (Tabela 14) foi
determinada a concentracdo de sélidos suspensos volateis. Os valores
encontrados foram: 0,51, 0,54, 0,51, 0,54, 0,56 e 0,53 g SSv.L?
respectivamente, para 0, 0,1, 0,2, 0,4, 0,6 e 0,8 mg Ag"_AgNOs.L™.
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Tabela 14 Velocidades especificas de producéo de nitrito nos ensaios de
inibicdo em processo em batelada das BOA com Ag* (AgNO,).

Concentracdo de Velocidade especifica de produgao Inibicdo
Ag’ AgNO;.L™* de nitrito (mg N_NO,".(gSSV.h)™") (%)

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 esta que a inibicdo gerada pelo ion de prata, assim como,
para a nanoparticula, estd relacionada & concentra¢do. Quanto maior a
concentracdo, maior a reducdo da velocidade de producdo. A Figura 21
mostra que a correlacéo entre inibicdo e concentragdo ajustou-se por um
polindmio de segundo grau.

Figura 21 Correlacdo entre o grau de inibicdo da atividade das bactérias e a
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Através do ajuste apresentado na Figura 21 foi possivel calcular
0 KI50 (concentracdo necessaria para inibir 50% da atividade
bacteriana) para os fons de prata, o qual pode ser observado na
concentracdo de 0,357 mg Ag”_AgNO;.L™. Esse valor é 4 vezes maior
que o reportado na literatura para culturas puras, que fica em torno de 87
Hg.L™ (YANG et al., 2013a), isso pode ser justificado pela diferenca 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 toxico.

A inibigdo por ions de prata esta ligada a formacédo de espécies
reativas de oxigénio. Choi e Hu (2008) apontaram que a presenca de
Ag® estimula a formacio dessas espécies (intracelulares) estdo
diretamente ligadas a concentragdo do fon. Autores afirmam que o Ag”
ndo causa danos expressivos a membrana celular. Porém, pode se ligar
aos constituintes com fosforo e enxofre (proteinas 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 replicacdo e
0s fons sdo capazes de interagir com grupos tiol em proteinas, tornando-
as inativas.

5.2.3.3 Comparacdo entre a inibicdo 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 ion mostra-se mais toxico
gue a propria nanoparticula. Esse resultado esta de acordo com alguns
estudos e contrarios a outros, mostrando que esta questdo do nivel
inibitério das diferentes formas de prata é dependente de varios fatores.

Choi e colaboradores, (2008) verificaram que as nanoparticulas
de prata (diametro de 14 nm) reduziram a respiracéo celular em 86%, ja
0s fons inibiram aproximadamente a metade disso (42%) em bactérias
nitrificantes. No mesmo estudo, eles encontraram uma inibicdo do
crescimento em 55% e 100% para NPAg e Ag® da Escherichia coli,
indicando diferentes mecanismos de acdo, em diferentes organismos,
mesmo que ambos sejam gram-negativos. Os autores utilizaram um
meio nutritivo diferenciado, onde a concentracdo de ions ligantes aos
jons foi minimizada, ou seja, os ions adicionados provavelmente
estavam livres, sem ligacdo com constituintes do meio.

Yang e colaboradores, (2014) concluiram que NPAg (diametro de
35 nm) podem afetar de forma mais severa a comunidade microbiana
oxidadora de aménia comparando com as mesmas particulas com
didmetro de 5 nm e também com os ions de prata. Estes autores
verificaram que ocorre uma modifica¢do na estrutura da comunidade
nitrificante do lodo ativado, havendo uma reducdo das bactérias
oxidadoras de aménia presentes quando expostas a NPAg (35 nm), o
mesmo ndo foi observado para NPAg de menor tamanho e ions de prata.
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Entretanto, eles utilizaram diferentes concentragdes das formas de prata
utilizadas, sendo a mais concentrada para NPAg com 35 nm (40
mg.L™"), o que pode ter influenciado no resultado. Além disso, os
autores utilizaram lodo ativado, sem lavagem, ou seja, 0 meio continha
diversos sais que poderiam complexar os ions de prata. Choi e Hu, 2008,
verificaram que quanto menor a NPAg (ha mesma concentragdo), maior
0 seu efeito inibitorio, 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 ions
sdo os grandes responsaveis pelo efeito toxico, sugerindo que na
verdade, em condi¢fes aer6bias o ion de prata é liberado na
nanoparticula, ficando dissolvido no meio e agindo como verdadeiro
agente antimicrobiano, quando ndo existem compostos capazes de se
ligar com ele (XIU et al., 2011). Arnaout e Gunsch, 2011, testando
diferentes revestimentos de NPAg, concluiram que aquelas que foram
sintetizadas com nitrato e goma arabica liberaram uma quantidade
superior de ions em relagdo as demais particulas testadas. e, nesses
casos, a inibicdo da atividade foi mais significativa. Os mesmos autores
verificam um comportamento semelhante ao encontrado aqui, 20 mg
NPAg.L™ teve uma reducdo de atividade semelhante ao teste com 0,2
mg Ag*.L™, ou seja o fon foi 100 vezes mais toxico que a NPAg.

No presente estudo 0,8 mg Ag" AgNOs.L™ inibiu 80% da
atividade da BOA, entretanto, seria necessario aproximadamente 22 mg
Ag_NPAg.L" para apresentar nivel semelhante de inibicéo, ou seja,
uma concentracdo quase 28 vezes maior. Aqui também ndo houve
detecgdo significativa de ions de prata nos ensaios com nanoparticula,
reforcando a hipoGtese de que os ions causam maior inibicdo quando
presentes. Pensa-se que a nanoparticula pode ter se depositado na
superficie das bactérias impedindo as trocas com 0 meio, reduzindo a
atividade conforme a concentracdo. Para testar esta possibilidade foi
feito uma analise por microscopia que sera discutida no préximo item.

5.2.3.4 Influéncia de nanoparticula e ions de prata sobre a
morfologia da comunidade bacteriana

Uma das maneiras utilizadas para compreender o mecanismo de

acdo de compostos téxicos sobre comunidades microbianas é através da

utilizacdo de imagens obtidas em microscopia eletrdnica de varredura.

Apbs 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 microscopio
eletrénico de varredura localizado no Laboratério Central de
Microscopia Eletronica (UFSC). A primeira imagem (a) onde ndo houve
exposicdo a nenhum tipo de prata (controle). Nela é possivel visualizar
as formas tipicas 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™?, respectivamente. E perceptivel que &
medida que a concentracdo de nanoparticulas de prata aumenta, mais
dificil fica de visualizar as bactérias nas imagens. As NPAg podem
aderir-se a membrana celular da bactéria, modificando a permeabilidade
da membrana, interferindo na respiracdo e gerando dissipacdo da forca
motriz dos prétons para a geracdo de ATP, podendo gerar a morte da
bactéria (STENSBERG et al., 2011). Jin e colaboradores (2010)
afirmam que em bactérias gram-negativas, que possuem
lipopolissacarideos (LPS) na sua membrana, a presenca de cations
bivalentes pode auxiliar a formacdo de uma espécie de ponte entre as
NPAg carregadas negativamente e o LPS na superficie da bactéria,
mudando a permeabilidade da mesma, facilitando a passagem da NPAg
pela membrana, justificando assim, a aderéncia e presenca de NPAg na
superficie 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 a liberacdo do material celular.
Além disso, também puderam perceber a aderéncia das nanoparticulas
nas bactérias. Apesar de néo ser possivel visualizar claramente danos na
membrana aqui, a medida que a concentracdo de NPAg aumenta, nédo é
mais possivel observar de forma clara as bactérias, mostrando que as
mesmas foram danificadas e podem ter sofrido rompimento. Choi e
colaboradores, (2008), verificaram a formacdo de ruptura na superficie
das bactérias estudadas, confirmando que as nanoparticulas de prata séo
capazes de provocar a morte ou reducdo da atividade bacteriana devido
a danos na membrana celular.
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Figura 22 Imagens de microscopia eletrnica de varredura (MEV), de amostras

de biomassa expostas a (a) 0 mg Ag.L™ (controle); (b) 5 mg Ag_NPAg.L™; (c)

10,75 mg Ag_NPAg.L™; (d) 30 mg Ag_NPAg.L™; (¢) 0,1 mg Ag* AgNO,.L™;
(f) 0,357 mg Ag"_AgNO;.L e (g) 0,8 mg Ag"_AgNO;.L™.
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As imagens da Figura 22 (e), gf) e (g) mostram 0s ensaios com
0,10, 0,36 e 0,80 mg Ag" AgNOs.L™, respectivamente. Nestes casos
observa-se maior integridade morfoldgica da bactéria em todos os casos,
apesar do aumento da concentragdo do ion nos ensaios. A Figura 22(e)
parece ter as bactérias de forma mais abundante que o controle, porém, a
escolha da area para coletar a imagem influenciou.

Diversos autores j& reportaram que, os fons de prata atuam
diretamente dentro da bactéria se ligando a compostos com enxofre e
fésforo (FENG et al., 2000; WIINHOVEN et al., 2009; RADNIECKI
et al., 2011). Isso faz com que a atividade da mesma seja reduzida,
mesmo sem que ocorram modificacdes na sua membrana. Radniecki e
colaboradores (2011) verificaram que em concentracdes de ions de prata
acima de 0,2 mgAg*.L™" a concentragdo de K" intracelular é reduzida,
indicando uma liberacdo desse céation para o meio, provavelmente,
devido a alguma desestabilizacdo da membrana celular. Isso pode ser
observado, principalmente, na Figura 22(g), onde a presenca de formas
semelhantes as bactérias do controle é bem menor.

Dessa forma, observa-se que um dos mecanismos de a¢do das
NPAg é a adsorcdo na superficie da bactéria, impedindo as trocas com o
meio e, também, a ruptura da mesma. Ja os ions atuam, provavelmente,
com mais eficacia na parte interna, prejudicando o bom funcionamento
das funcBes celulares, e também, estando associado a producdo de
espécies reativas de oxigénio, pode provocar algum dano a membrana,
causando a morte das mesmas. Claro esta que essas ndo sao as Unicas
formas de acéo, porém, elucidam alguns mecanismos de toxicidade.

5.24 Inibicdo em processo continuo da nanoparticula de
prata sobre a cultura de bactérias nitritantes

A fim de verificar a tolerAncia da comunidade bacteriana
oxidadora de amoénia durante um periodo mais longo de exposicao,
optou-se por fazer testes de inibicdo em processo continuo (4.5.1.7,
pagina 70). Apbs o reator ter sido inoculado, foi aguardado que o
mesmo entrasse em estado estacionario. A Figura 23 mostra os dados do
efluente deste reator, sendo que ele foi alimentado com, em média, 700
mg N_NH," L™ assim como no reator B, que serviu de fonte de
biomassa para este experimento. Até o dia 33 o reator foi operado sem a
presenca de NPAg, buscando a estabilidade do sistema. A partir do dia
34 adicionou-se nanoparticulas de prata na alimentacdo, para que a
concentragdo ficasse em torno de 4,53 mg Ag_NPAg.L™, referente a
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aproximadamente 25% de inibicdo durante os ensaios de inibicdo em
processo em batelada.

Figura 23 Monitoramento das formas nitrogenadas no efluente do reator durante
0 ensaio de inibigcdo em processo continuo controle (sem prata) e com NPAg
(4,53 mgAg_NPAg.L™).
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A concentracdo de nitrato na saida do efluente do reator se
manteve elevada, acima de 200 mg N_NO3 L™, pois, ele foi adicionado
juntamente com os sais de alimentagdo (vide Tabela 4, pagina 64 e
Tabela 5, pagina 65). Observou-se que o reator, ap6s um curto periodo
de tempo, apresentou estabilidade na fase controle, com menos de 10
dias j& estava operado de forma adequada. Apo6s a adigdo de NPAg foi
constatado que o pH aumentou, indicando a reducdo da oxidacdo da
amdnia, na nitritacdo, processo que acidifica 0 meio. Apds o segundo
dia com prata, a concentracdo de aménia no efluente do reator aumentou
consideravelmente, passando de aproximadamente 100 mgN_NH,".L™
para valores acima de 300 mgN_NH,".L™, subindo gradativamente.
Claro que, acompanhado deste aumento, houve o decréscimo na
concentragao de nitrito, que iniciou no periodo de inibicdo em processo
continuo, ou seja, quando iniciou-se a adicdo de NPAg, com um
acumulo de aproximadamente 340 mgN_NOz'.L'1 e, ao final, havia
aproximadamente a metade desse valor. A operagdo do reator foi
mantida por mais alguns dias além do ultimo dado apresentado no
grafico (Figura 23). Todavia ndo foi apresentado aqui, pois, 0
comportamento permaneceu 0 mesmo, ndo havendo adaptagdo da
biomassa para esta concentracdo de NPAg, o reator perdeu a sua
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operacionalidade. Em estudo recente, Ma e colaboradores (2015) néo
observaram influéncia de 20 mg NPAg.L™ (didmetro de 52 nm) na
nitrificacdo, contrariando 0s resultados obtidos aqui. Porém, eles
utilizaram lodo ativado sem aclimatacdo, diferente da biomassa estudada
aqui, que foi enriquecida em uma cultura nitritante, conhecida por sua
maior sensibilidade a presenca de compostos toxicos. 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%) apds 35 dias de exposicao
(5 mg NPAg.L™), concordando com os dados obtidos aqui.

Se compararmos a inibi¢do obtida aqui com aquela vista na nos
ensaios de inibicdo em processo em batelada, € possivel observar que
guando a comunidade bacteriana é exposta por curto periodo de tempo,
a inibicdo pode ser subestimada. No caso da inibicdo em batelada, a
concentracdo de aproximadamente 5 mg Ag_NPAg.L™ apresentou uma
inibicdo de aproximadamente 30% na velocidade de producédo de nitrito
e praticamente toda a amdnia adicionada foi oxidada (restando apenas
5,84% do que foi adicionado). Aqui, huma concentracdo menor do que
essa, 0 consumo de amdnia foi sendo reduzido a medida que os dias de
operacdo avangavam. No ensaio controle, aproximadamente 55 % de
amodnia adicionada foi convertida a nitrito (considerado os dias do
periodo com maior estabilidade). J4 na etapa com NPAg, esse valor
reduziu para em torno de 23% nos Ultimos dias de operagéo, gerando um
acumulo de amdnio no reator. A concentragdo de amonia no efluente do
mesmo, ficou em torno de 500 mg N_NH,".L™, valor que se convertido
para amdnia livre (considerando um pH médio de 8,2 e temperatura de
32°C) fica em 64 mg N_NH,.L™. Sabe-se que a amdnia livre é toxica
para bactérias nitritantes, havendo inibicdo com concentracdo acima de
10 mg NHsL" (SCHMIDELL e REGINATTO, 2007). Deste modo,
durante a inibicdo em processo continuo é possivel observar que a
reducdo da atividade das BOA causada pela adicdo continua de NPAg,
reduz a atividade das bactérias pelos mecanismos ja citados. E, esta
inibi¢do, gera acimulo de ambdnia livre, que por sua vez, também causa
reducdo da atividade bacteriana, havendo a longo prazo colapso do
sistema nitritante, fato que ndo pode ser observado em ensaios de
inibicdo em processo em batelada.

Visando verificar a influéncia da NPAg sobre o consumo de
oxigénio e o comportamento do consumo de substrato, foi observado o
ciclo de cada etapa (7 horas de reacdo), em um determinado dia de
operacdo. Para a etapa controle, a concentracdo de sélidos suspensos



Concentragdo de oxigénio dissolvido (mgOZ.L")

107

volateis estava em 0,385 g SSV.L™ e, para o periodo com 4,53 mg
Ag_NPAg.L" a concentracdo diminuiu para 0,260 g SSV.L™. As
concentragbes de ambdnia, nitrito e nitrato  mantiveram-se
aproximadamente constantes ao longo de todo ciclo. Pois, a0 mesmo
tempo em que ocorre 0 consumo de substrato, ele é adicionado, havendo
também acimulo de amdnia. Assim como o nitrito, que é produzido em
pequenas quantidades durantes os periodos aerados, e a0 mesmo tempo
é diluido pela adicdo 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 oxigénio também teve valores proximos entre
cada queda de oxigénio, no fim de cada periodo aerado. A Figura 24a
indica a variacdo de oxigénio dissolvido no meio, enquanto, o reator
estava sendo operado sem nanoparticulas de prata. Verificou-se que,
apesar do primeiro pico ser maior que os demais (devido a presenca de
uma bolha no oximetro) a queda da concentracdo de oxigénio é
semelhante em cada etapa. Na segunda imagem (Figura 24b) esta o
perfil de oxigénio dissolvido (OD) ap6s a adicdo de nanoparticulas.
Onde, os valores maximos atingidos em cada pico ficaram semelhantes
ao controle.

Figura 24 Variagdo da concentragdo de oxigénio dissolvido ao longo do ciclo de
operacdo, durante a etapa controle (a) e ap6s a adi¢do de NPAg (b) (4,53 mg
Ag_NPAg.L™).
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A partir dos dados demonstrados nesses dois graficos, calculou-
se as velocidades especificas de consumo de oxigénio (QO2) para cada
periodo aerado. E, no final, foi calculada a média (Tabela 14). Sendo
gue para o calculo de cada velocidade foi considerada a reta com maior
inclinacdo entre os dados obtidos apds o desligamento da aeracdo. A
concentragdo de SSV utilizada para os calculos foi de 0,385 g SSV.L™
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(controle) e 0,260 g SSV.L™, para o controle e exposto & NPAg,
respectivamente.

Tabela 15 Velocidades especificas de consumo de oxigénio antes e ap6s a
adicéio de NPAg (4,53 mg Ag_ NPAg.L™).

Periodos aerados QOy (MgO,.min QO2ag2s (cOm 4,53 mg
durante o ciclo | *.gSSV™) (controle) Ag_NPAg.L™") (mgO,.min

Lgssv?)

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 sdao comparadas, tem-se
um decréscimo de 24% no QO,. Mais uma vez, se observado de forma
isolada, é possivel supor que o reator continuaria a operar, porém, com
uma menor eficiéncia, todavia, isso ndo aconteceu, conforme explicitado
anteriormente.

No mesmo dia em que o reator foi monitorado durante o ciclo
de operacdo, 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
digestdo acida) em ICP-MS para medir a concentracdo de ions de prata
presentes. Foi encontrado 0,2 + 0,01 pg.L™ no sobrenadante. Na
biomassa digerida em tratamento &cido foi encontrada 933,60 + ug.L™,
totalizando 0,934 mgAg*.L™. Nota-se que, conforme descrito na
literatura (Kaegi, et al., 2011), uma parte da prata fica aderida a bactéria.
Observou-se aqui a liberacdo de 21% de prata adicionada no reator. Esse
valor é maior que aqueles encontrados durante o ensaio de inibicdo em
batelada (Tabela 13, pagina 97), pois a NPAg era adicionada juntamente
com a alimentagéo, havendo um maior tempo de exposicao 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 aeracdo era
forcada, atingindo concentracfes de OD elevados o que auxilia na
liberacdo dos ions da NP (XIU et al., 2012).

Objetivando verificar se, concentracdes menores de prata
poderiam exibir comportamento semelhante, ou seja, se haveria
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inibicdo, o reator foi reinoculado e a inibicdo em processo continuo de
1,32 mg Ag_NPAg.L™ foi verificada que corresponde a aproximadamente
10% da inibi¢do nos testes de inibicdo em batelada.

Assim como no caso anterior, apés 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, ap6s isso, foi
adicionado NPAg juntamente na alimentacdo. A Figura 25 mostra o
comportamento das formas nitrogenadas no efluente do reator durante
os 118 dias de operacdo. Até o dia 55, o reator foi operado na forma
“controle” sem a presenca de prata. Apds este dia (dia 56), até o final
(dia 118), foi adicionada uma aliquota de uma solugdo concentrada de
NPAg juntamente na alimentacdo, que continha em torno de 700 mg
N_NH,".L™". O pH do periodo 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
0 ensaio de inibicdo em processo continuo controle (sem prata) e com NPAg
(1,32 mgAg_NPAg.L™).
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Desta vez, o reator demorou um pouco mais para atingir a
estabilidade, aproximadamente 30 dias, devido a variagdes no pH. Apos
esse periodo, a concentracdo média de amdnia ficou em abaixo de 200
mg N_NH,".L™ e de nitrito subiu para em torno de 300 mg N_NO,".L™.
Ap6s a adicdo de 1,32 mg Ag_NPAg.L™ o reator ndo apresentou
grandes mudangas por 20 dias consecutivos (dia 76). Ap6s esse dia o
reator apresentou oscilagbes mais importantes, reduzindo a producéo de
nitrito e acumulando aménia, demostrando sinais de inibig&o.
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Entretanto, apds aproximadamente 14 dias, o reator voltou a apresentar
a atividade semelhante a inicial, mostrando uma adaptacdo a nova
condicdo. Diferentemente do que aconteceu no caso testado
anteriormente com uma concentracdo mais elevada de prata (4,53
mgAg_NPAg.L™). Neste caso, a conversio de fon amonio para nitrito,
na primeira etapa de operacao ficou em média em 57%, e apds a adi¢do
de prata esse valor aumentou levemente para 59% (considerando sempre
0s periodos com maior estabilidade). Alito e Gunsch, 2013, fizeram
testes com adicdo continua de 2 mgNPAg.L™?, durante mais de 20 dias,
observaram reducdo da conversdo de aménia nos primeiros dias de
adicdo. Apos 4 dias o reator ja apresentou uma recuperagdo no processo
de nitrificagdo. Os autores atribuem esse retorno a sua plena atividade a
mudancas na estrutura da comunidade bacteriana nitrificante. Onde
algumas espécies sdo mais resistentes a presenca de NPAg que outras,
acabam se sobrepondo as demais bactérias. Yang e colaboradores
(2014) perceberam decréscimo da oxidacdo da amdnia ap6s 7 dias de
exposicdo a NPAg de 35 nm, devido a reducdo de algumas espécies de
bactérias nitrificantes (Nitrosomonas e Nitrosococcus). Porém, esse
trabalho nédo foi feito por periodos de tempo mais longos, ndo sendo
possivel verificar de haveria uma recuperacdo da atividade nitrificante.

Com o objetivo de verificar a influéncia da dosagem menor de

prata sob a respiragdo bacteriana, foram monitorados ciclos, tanto do
periodo sem prata como ap6s a adicdo da mesma, buscando observar
possiveis modificagdes no consumo de oxigénio pelas bactérias.

Figura 26 Variagdo da concentragdo de oxigénio dissolvido ao longo do ciclo de
operacdo, durante a etapa controle (a) e apés a adicdo de NPAg (b) (1,32 mg
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Aqui, nota-se que os dados presentes no monitoramento do

ciclo sem prata (Figura 26a) os valores maximos de oxigénio dissolvido
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ficaram mais baixos do que os encontrados durante 0 monitoramento do
ciclo com NPAg (Figura 26b). A Tabela 16 indica as velocidades
especificas de consumo de oxigénio para cada situagdo monitorada.

Tabela 16 Velocidades especificas de consumo de oxigénio antes e ap6s a
adicdo de NPAg (1,32 mg Ag_NPAg.L™Y).

Periodos aerados QOy (mgO,.min’ QOzag25 (com 1,32 mg
durante o ciclo | *.gSSV™) (controle) Ag_NPAg.L™") (mgO,.min

L gssv?)

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", a velocidade média de consumo de oxigénio ficou maior
para 0 caso em que haviam nanoparticulas presentes no meio (3,78+0,13
mgO..min.gSSV™) do que no controle (2,92+0,48 mgO,.min™.gSSV’
1. Tal observagdo concorda com a conversio média de amonia para
nitrito que, também, foi superior na presenca de NPAg. Esse fato pode
ser atribuido a dois fatores: Primeiro, a concentracdo de biomassa no
reator, nos dias dos ensaios estavam em 0,28 gSSV.L™ e 0,31 gSSV.L ™,
para 0 controle e com prata, respectivamente, ou seja, a biomassa
cresceu embora estivesse presente no meio um composto
conhecidamente toxico. A concentracdo maior de biomassa, mesmo que
a diferenca seja pequena, acarreta maior consumo de oxigénio,
contrariando o que foi mostrado na Figura 26, onde 0s picos mais baixos
nos periodos aerados da etapa controle, indicariam uma maior atividade.
Isso pode demostrar que para esta concentracdo de NPAg, ndo é
apresentado nenhum tipo de inibicdo, ndo afetando a atividade
bacteriana. Em segundo lugar, pode-se supor um outro fenémeno.
Muitos estudos apontam que a nanoparticula de prata, quando utilizada
em concentragcBes muito baixas (que ndo causam letalidade & biomassa)
na verdade estimulam o metabolismo da mesma, devido ao mecanismo
de defesa do organismo, que ao detectar a presenca de um composto
toxico, aumenta ainda mais sua atividade tentando produzir energia para
se proteger de possiveis danos (Calabrese, 2008). Porém, esse efeito ndo
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foi reportado para culturas mistas, apenas para culturas puras, onde a
concentracdo subletal ¢ muito mais baixa que a reportada aqui (2.5 pg.L
! para N. europaea, Yang e colaboradores (2013a); 7,9 ug.L™ para E.
coli). Este efeito também € relatado quando outras bactérias do ciclo do
nitrogénio foram expostas a Quantum Dots, onde a nitrificacdo, fixacdo
e desnitrificacdo (todos realizados por culturas puras) foram estimuladas
por baixas doses deste composto. Em geral, esse efeito é comprovado
através da analise dos genes envolvidos no processo estudado. Por
exemplo, no caso da oxidacdo da amoénia, verifica-se a que 0 gene
ambnia monooxigenase esta estimulado, ao invés de reprimido, como
geralmente acontece na presencga de compostos toxicos.

Ao final do monitoramento do ciclo, foram coletadas amostras
do sobrenadante e da biomassa para determinacdo da concentracdo de
fons de prata. Foram encontrados 13,94 + 0,11 pg Ag*.L™" e 60,60 +
0,60 pug Ag'.L™ no sobrenadante e a amostra de biomassa digerida,
respectivamente, totalizando 0,0745 mgAg*.L™, liberando apenas 5,64
% de prata proveniente na nanoparticula no meio. Valores menores que
0s encontrados aqui durante os ensaios de inibicdo em processo batelada
para ions de prata. Portanto, ndo pode-se afirmar que foram os ions de
causaram a inibig&o.

Desta forma, pode-se afirmar que os efeitos da inibicdo em
processo continuo da nanoparticula de prata sobre uma cultura nitritante,
é dependente da concentracdo existente no afluente do mesmo; podendo
causar inibigdo quase total do sistema ou a adaptacdo da comunidade
bacteriana ali presente, quando exposto a baixas concentracdes de
NPAg. Existem estudos que determinam a concentracdo de NPAg apds
a lavagens de tecidos (1,3 mgAgL™) e na lixiviacdo por agua de chuva
em paredes pintadas com tintas com nanoparticulas de prata (0,145
mgAg L™) (BENN e WESTERHOFF, 2008; KAEGI et al., 2010). Uma
vez que, esses efluentes entrem no sistema de coleta de esgotos, a sua
concentracao ir4 variar, pela propria diluicdo e também pela ligagdo da
prata aos componentes deste efluente. Todavia, ainda faltam estudos que
relatem a concentracdo real de NPAg em efluentes domésticos ou
industriais, Esta é uma informagdo importante para avaliar, de maneira
precisa, 0s possiveis danos dessa particula nas plantas de tratamento de
efluentes. As concentracdes reportadas neste estudo, podem ocorrer em
casos de derramamentos acidentais de nanoparticulas de prata (durante a
sintese, incorporagdo da NP em bens de consumo, reciclagem, etc.)
podendo entrar em contato com bactérias presentes no solo, por
exemplo, acarretando prejuizos a microbiota nitrificante.
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5.25 Influéncia do tempo de exposicdo sobre comunidade

nitrificante

A acdo antimicrobiana da nanoparticula de prata ja ¢ amplamente
conhecida. Ela pode agir por diversos mecanismos para reduzir a
atividade das bactérias (producdo de espécies reativas de oxigénio,
aderir a membrana celular, romper a membrana, entre outros), sendo
largamente utilizada para evitar a proliferacdo de bactérias patogénicas,
na desinfeccdo de superficies hospitalares, materiais utilizados no
tratamento de feridas e queimaduras, etc.

Sabe-se que, agentes desinfetantes sdo dependentes da dose
(concentracdo) e do tempo de exposicdo (BITTON, 2005). Neste estudo,
ja foi verificado a influéncia da dose no nivel de inibicdo das bactérias.
Porém, ndo foi examinada a influéncia do tempo de exposi¢do sobre a
comunidade bacteriana estudada. Existem pesquisas que indicam que o
tempo de exposicdo da NPAg influencia na reducdo da proliferagéo de
bactérias em materiais odontolégicos, sendo que resultados expressivos
de desinfec¢do foram observados apds 30 minutos de contato (PORTO,
2012). No tratamento de aguas subterraneas € possivel verificar a
reducdo em quase 100% no numero de bactérias presentes na agua
(MACHADO, 2012). Outros estudos, comparando a acdo da NPAg com
demais desinfetantes comuns como o hipoclorito de sddio, verificaram
gue a prata, em doses muito menores € tdo eficaz quanto os outros. No
entanto necessita de mais tempo para atingir esta inibicdo. Enquanto
aqueles precisaram de minutos, a nanoparticula demorou 6 horas
(CHAMAKURA et al.,, 2011). Deste modo, tendo em mente que a
NPAg pode continuar agindo sobre a bactéria apds um longo periodo,
sem haver redugdo de sua atividade, neste ensaio buscou-se investigar se
h& diferenca na atividade das bactérias apos diferentes tempos de
exposicdo (5 dias).

Foram realizadas duas bateladas de ensaios em shaker orbital,
onde foram testadas trés diferentes concentragces de nanoparticulas de
prata, sempre comparando o seu resultado com um ensaio controle, sem
NPAg.

Na primeira batelada, testou-se a concentracdo de 4,53 mg
Ag_NPAg.L™ (correspondente a aproximadamente 25% de inibicdo no
teste de inibicdo em processo em batelada). A concentracdo de amonia
utilizada foi de aproximadamente 400 mg N_NH4+.L'1, com volume de
reacdo de 200 mL. A concentracdo de biomassa em cada frasco ficou em
0,66 mgSSV.L'l. Os dados mostrados aqui em massa, devido a
evaporagdo que ocorreu ao longo dos 10 dias de ensaio. A Figura 27
mostra 0 consumo de aménia no controle e nos diferentes dias de
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exposicdo a prata, sendo que o T1 corresponde a apenas 1 dia de
exposicdo, o T2 a dois dias e assim por diante.

Figura 27 Consumo do ion aménio durante diferentes tempos de exposicéo,
sendo a Figura (a) o controle e (b) exposto a 4,53 mgAg_NPAg.L™. Onde T1 —
biomassa exposta por 1 dia; T2 — por 2 dias; T3 — por 3 dias; T4 — por 4 dias e
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Prontamente, é possivel identificar que na presenca de NPAg o
consumo de amonio é bem menor que no controle, devido a inibi¢do
pela nanoparticula. O pH foi controlado diariamente em torno de 7,5.
No caso do controle era nitida a queda de pH devido a nitrificacdo, pois
em todas as medicdes era possivel detectar valores proximos a 6,0. Ja os
frascos com NPAg ndo apresentaram essa queda expressiva, sendo que o
pH ficava em torno de 6,8. A Tabela 17 mostra as velocidades de
consumo de ion amonio a medida que o tempo de exposicdo aumenta.
No caso do controle, hd uma maior discrepancia entre os dados, ap6s 2 e
5 dias de exposicdo. Entretanto essa variacdo ndo pode ser atribuida ao
tempo de exposicdo, pois ndo ha uma correlacdo entre elas. O mesmo
ocorre para 0 caso onde ha NPAg. Apds 1 e 5 dias de exposicdo a
velocidade de consumo ficou menor que as demais, porém nesses casos,
o coeficiente de determinacéo (R ficou abaixo de 0,75, indicando uma
mé correlacdo dos dados. Apds 2 e 4 dias de exposicdo, as velocidades
foram préximas, ja com 3 dias foi de 6,13 mgN_NH,".d™, superior as
demais. Assim, pode-se afirmar que o tempo de exposi¢cdo ndo apresenta
uma relag8o clara com o nivel de inibigdo encontrado.
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Tabela 17 Velocidade de consumo de ion aménio em diferentes tempos de
exposicdo (4,53 mgAg NPAg.L™).

Tempo de exposi¢do Velocidade de consumo de ion amdnio
(dia) (mgN_NH,".d%)
Controle Exposto a NPAg (4,53
mgAg_NPAg.L™?
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 producdo de nitrito ficou limitada ao controle, que atingiu
aproximadamente 10 mg N_NO,". Entretanto, observou-se a producéo
de nitrato. Na Tabela 18 estdo as velocidades de produgdo de nitrato nos
casos aqui estudados. Nota-se que, a velocidade variou conforme o
tempo de exposicdo, porém, de forma ndo linear. No caso da exposicao
a prata, houve producdo para os trés primeiros dias, contudo, muito
pequena, em torno de 3 mg N_NOj3". Nos demais dias ndo foi possivel
detectar producao.

Tabela 18 Velocidade de producéo de nitrato em diferentes tempos de
exposicio (4,53 mgAg_NPAg.L™).

Tempo de Velocidade de producéo de nitrato (mgN_NOz.d ™)
exposicdo (dia) | Controle | Exposto a NPAg (4,53 mgAg_NPAg.L™
1 8,18 0,89
2 6,46 0,064
3 8,55 0,52
4 3,59 -
5 577 -

A fim de verificar se, em concentra¢des mais baixas 0 mesmo
comportamento seria observado, optou-se por fazer um segundo grupo
de testes, com 2,56 e 1,32 mg Ag_NPAg.L", sendo equivalentes a
aproximadamente 16% e 10%, respectivamente, da inibigdo em processo
em batelada. As condi¢des do ensaio permaneceram as mesmas, porém, a
concentragdo de biomassa ficou em 0,72 gSSV.L™, um pouco acima do
ensaio anterior. A Figura 28 mostra os resultados do consumo de
aménio nos trés casos (controle (a), com 1,32 mgAg_NPAg.L™(b) e
com 2,56 mgAg_NPAg.L™ (c)).

Imediatamente, nota-se a inibicdo no consumo de amoénia, a
medida que a concentracdo de nanoparticulas de prata aumenta. Sendo



Massa de nitrogénio amoniacal (mgN_NH,)

116

gue, no caso demostrado na Figura 28, o consumo ocorre de forma mais
lenta, chegando a valores proximos a 50 mg N_NH,". O pH foi regulado
diariamente para aproximadamente 7,5. Em todos os casos, havia queda
do mesmo devido ao processo de nitrificacdo. Entretanto, ndo se
observou diferencas nas velocidades de consumo de substrato que
pudessem ser claramente relacionadas com o tempo de exposicéo,
(Tabela 19). Apenas houve reducdo da velocidade com a maior
concentracdo de NPAg.

Figura 28 Consumo do ion aménio durante diferentes tempos de exposicéo,
sendo a Figura (a) o controle, (b) exposto a 1,32 mgAg_NPAg.L™ e (c) exposto
a 2,56 mgAg_NPAg.L™ 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 ion aménio em diferentes tempos de
exposicdo (1,32 mgAg NPAg.L™"e 2,56 mgAg NPAg.L™).

Tempo de Velocidade de consumo de fon aménio (mgN_NH,".d™)
exposicdo | Controle | Exposto a NPAg (1,32 | Exposto & NPAg (2,56
(dia) mgAg_NPAg.L™) mgAg_NPAg.L™)

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™"), ndo ha uma correlacdo nitida entre os tempos de
exposicao e as velocidades de consumo de substrato.
Né&o se pode notar a formagéo expressiva de nitrito nos casos com prata.
Apenas no controle houve producdo de aproximadamente 7 mgN_NO,
gue foi consumida ao longo do experimento, indicando a atividade das
bactérias oxidadoras de nitrito. A producdo de nitrato foi mais
expressiva e pode ser mensurada e utilizada para os calculos de
velocidade (na Tabbela 20). A formacdo de nitrato nesses dois casos
pode ser atribuida a forma de aeracdo utilizada. Como o ensaio foi
realizado em shaker, ndo foi possivel limitar a entrada de oxigénio no
meio, diferentemente do que era feito no reator “B”, onde a aeracdo foi
limitada.

Tabela 20 Velocidade de producéo de nitrato em diferentes tempos de
exposicdo (1,32 mgAg NPAg.L™" e 2,56 mgAg_NPAg.L™)

Tempo de Velocidade de producdo de nitrato (mgN_NO;.d™)
exposicdo Controle Exposto a NPAg Exposto a NPAg
(dia) (1,32 mgAlg_NPAg.L' (2,56 mgAlg_NPAg.L'
) )
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 exposicdo a 2,56 mgAg_NPAg.L™ ndo foi possivel
calcular a velocidade de producéo de nitrato, pois ela ndo foi expressiva
e linear.
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Conforme citado anteriormente, estudos apontam que a NPAg
possui maior atividade antimicrobiana apds um tempo de exposi¢do
maior perante as bactérias estudas, entretanto esses estudos fizeram
comparacao entre minutos e horas de exposi¢do (CHAMAKURA et al.,
2011; MACHADO, 2012; PORTO, 2012). Aqui, foi avaliada a
influéncia entre dias de exposicdo 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 ficara
presente por mais tempo que apenas algumas horas. Assim, a
investigacdo sobre a influéncia do tempo sobre a cultura foi necessaria
para melhorar a compreensdo do mecanismo de agdo da NPAg.
Concluiu-se que a capacidade de reduzir a atividade bacteriana esta
ligada apenas a concentracdo da nanoparticula de prata, tendo
capacidade de agir assim que entra em contato com os microrganismos,
ficando ativa por longos periodos.

53 COMPARACAO 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
nanoparticula de prata sobre a Nitrosomonas europaea € a cultura mista,
enriquecida em bactérias oxidadoras de aménia, a qual a bactéria
estudada pertence.

A principal diferenca entre os cultivos investigados estd na
concentracdo de NPAg necessaria para apresentar inibicdo. Para a
cultura pura, a concentragdo méxima estuda foi de 0,75 mg
Ag_NPAg.L" e apresentou 42,64% de inibicdo da formagao de nitrito.
Ja, para cultura mista, essa concentracdo ndo apresentou nenhuma
inibicdo em ensaios preliminares. Para atingir inibicdo semelhante foi
necessario adicionar aproximadamente 9 mg Ag_NPAg.L™ (de acordo
com a equacdo gerada, Figura 18, pagina 95) e a maxima inibicao foi de
90,73% (30 mg Ag_NPAg.L™). Logo, é possivel afirmar que a cultura
mista, ou seja, aquela que é mais proxima da realidade em estacfes de
tratamento de efluentes é mais resistente a presenca de nanoparticulas de
prata. Isso pode ser atribuido principalmente a complexidade da
composi¢do do meio nutritivo de culturas mistas e também a presenca
de outras bactérias no meio. Ou seja, a nanoparticula, juntamente com
os ions liberados por ela, age sobre toda comunidade microbiana ali
presente, sendo umas bactérias mais e outras menos suscetiveis a
presenca deste composto. Ao compararmos dados da literatura, observa-
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se uma concordancia para os dados obtidos aqui. Yuan e colaboradores
(2013) verificaram que a atividade bacteriana de N. europaea foi
reduzida em 50% para concentrages variando entre 0,91, 0,36 e 2,9
mg.L?, para diferentes nanoparticulas de prata utilizadas por eles.
Entretanto, Choi e Hu, 2008, atingiram apenas 23% de inibicdo com 24
mg Ag_NPAg.L™ utilizando nanoparticulas com 21 nm de diametro
sobre uma cultura enriquecida em bactérias oxidadoras de aménia. Os
mesmos autores reportaram mais de 50% de inibicdo, com 3 mg
Ag_NPAg.L" quando a NPAg tinha um diametro de 9 nm, indicando
forte relacdo entre o tamanho e a inibi¢do. Yang e colaboradores (2014)
encontraram 100% de inibi¢do na atividade nitrificante de um lodo
ativado com 40 mg Ag_NPAg.L™, apés 7 dias de exposicido. Nota-se,
portanto, que o nivel de reducdo da atividade de determinada cultura
esta relacionado com a complexidade do meio e da cultura microbiana
envolvida. Wang e colaboradores (2003) estudaram a interacdo da prata
com os constituintes da efluentes domésticos e com o lodo de sistemas
de tratamento biol6gico. Entre outros fatores, perceberam a interacdo da
prata com materiais organicos dissolvidos e com o proprio lodo, sendo
gue este esta relacionado a pHs levemente acidos. Materiais organicos
estdo sempre presentes em aguas residudrias e a sua interagdo com
NPAg contribui para a reducdo do seu potencial inibitdrio. Outro fator
gue colabora para a reducdo do efeito toxico em culturas mistas sdo
sulfetos, que se ligam facilmente com o ion de prata, reduzindo em mais
de 80% a inibicdo gerada por NPAg (CHOI et al., 2009).

Mais um comportamento diferente entre as duas culturas
utilizadas, pura e mista, esta relacionado a inibicdo gerada por diferentes
concentragcBes de nanoparticula ou do ion. Observando os gréficos
representados em: Figura 10 (péagina 80), Figura 18 (pagina 95) e Figura
21 (pagina 99) observa-se que tal correlacdo € linear na cultura pura e
segue um polindmio de segunda ordem nos casos de cultura mista.
Comprovando mais uma vez que a complexidade de sistemas de
nitrificantes, préximos aos reais, interfere na acdo deste composto
toxico, com as inlmeras espécies presentes na biomassa apresentarem
diferentes sensibilidades.

Ao analisar-se a expressdo dos genes pesquisados na cultura de
Nitrosomonas europaea com o0s resultados obtidos na cultura mista,
pode-se principalmente relacionar o comportamento de redugdo da
oxidacdo do ion amonio, pois 0 comportamento é andlogo. A expressdo
do gene responsavel pela formacdo da enzima am6énia monooxigenase é
reprimida na presenca de NPAg e Ag* nas concentragdes estudadas pela
cultura pura. Nos gréficos mostrados na Figura 16 (pagina 93) e na
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Figura 19 (pagina 98) nota-se nitidamente a inibicdo da oxidacdo da
amOnia a medida que a concentracdo de prata aumenta, provavelmente
devido a repressdo desses genes. Comportamento semelhante teve o
gene hao2, que codifica a enzima hidroxilamina oxidoredutase,
responsavel pela formacdo do nitrito apds a formacédo da hidroxilamina,
gue possui maior inibicdo com concentragGes maiores de prata. No caso
da inibicdo em processo continuo com 4,53 mg Ag_NPAg.L™ também
houve inibicdo da oxidacdo da amoénia. Provavelmente a aménia
monoxigenase também foi reprimida neste, caso, reduzindo a velocidade
de oxidagdo da NH,".

Deste modo, conclui-se que a pesquisa com cultura pura é um
guia para compreendermos o0 que pode ocorrer em sistemas mais
complexos, indicando comportamentos na presenca de compostos
toxicos, sendo mais faceis 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
instalacBes que visam tratar aguas residuais.

A nanoparticula de prata possui muitas variagfes (tamanho,
recobrimento, forma, etc.) que influenciam na sua capacidade
antimicrobiana. O meio em que ela esta inserida também gera diferentes
reacbes toxicoldgicas, sendo que esse estudo indica algumas
consequéncias que a liberagdo desta substancia ao meio pode causar.



6 CONCLUSOES

* A partir desse estudo pode-se concluir que a inibicdo gerada por
nanoparticulas de prata e seus respectivos ions aumenta com o aumento
de sua concentracdo, tanto para cultura pura, quanto para a mista;

e Para a cultura pura, a formacdo de nitrito foi inibida
completamente na presenca de AgNO; (ions de prata). Quando o ensaio
continha nanoparticulas de prata, quanto maior a concentragdo de
NPAg, menor a velocidade de formacao de nitrito. Essa cultura parece
se adaptar a presenga de NPAg, uma vez que todos os casos produziram
aproximadamente a mesma concentracao de nitrito;

« A analise da expressao génica permitiu verificar que a presenca
de ifons e nanoparticulas de prata inibem a atividade da Nitrosomonas
europaea, através da reducdo da atividade enzimatica da amodnia
monooxigenase. E esti ligada a concentracdo de nanoparticula, em
concentracBes baixas ndo ha alteragdo da expressdo de alguns genes,
sendo possivel ocorrer a oxidacdo da ambnia e a formacdo de nitrito.
Indicaram também que existe a possibilidade de formar gases de efeito
estufa, na presenca desse toxico pela oxidacdo da hidroxilamina para o
Oxido nitrico;

« A nanoparticula de prata utilizada nos ensaios de cultura mista
possui as seguintes caracteristicas: potencial zeta de -26,1+0,65 mV,
diametro médio de 44 nm e formato, em geral, esférico;

* A inibicdo em processo em batelada perante a comunidade
enriquecida de bactérias oxidadoras de aménia teve maior impacto pelos
fons de prata, sendo que o K150 foi de 0,357 mg AgNOs.L™ e para as
nanoparticulas foi de 10,75 mg Ag_NPAg.L™. J4 na cultura pura esse
valor foi 0,85 mg Ag_NPAg.L™. Indicando que a maior complexidade
do meio presente no cultivo de culturas mistas é capaz de reduzir a
capacidade inibitdria da NPAg;

« Durante os ensaios de inibicdo em processo continuo pode-se
observar que concentracfes ndo totalmente inibitérias nos ensaios de
inibicdo em batelada causam colapso do sistema nitritante a longo prazo,
devido ao acimulo de amoénia, composto conhecidamente toxico em
concentracdes elevada;

+ A avaliagdo da influéncia do tempo de exposicdo da NPAg
sobre a cultura nitritante mostrou uma independéncia desse fator sobre a
microbiota, sendo que a inibigdo gerada depende exclusivamente da
concentracdo de prata adicionada.






SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar a influéncia da nanoparticula de prata sobre a expresséo
dos genes de uma cultura enriquecida, com bactérias nitrificantes,
buscando relacionar tais resultados com dados obtidos em ensaios
cinéticos;

Verificar a inibicdo em processo continuo de NPAg sobre uma
cultura nitrificante, ndo apenas nitritante, com um meio nutritivo
mais complexo, sem a remocdo de sais normalmente utilizados em
cultivos;

Avaliacdo do pH sobre a capacidade inibitdria de NPAg;

Avaliar a influéncia da concentragdo celular nos niveis de inibicéo
pela NPAg;

Verificar as diferentes vias de sintese de NPAg e como elas
influenciam as bactérias nitrificantes.
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9 ANEXO
9.1 ANEXO 1- ENSAIO ABIOTICO
9.1.1 Teste abidtico com nanoparticulas de prata

Tabela 21 Variagdo da concentracéo de nitrogénio amoniacal em ensaio abidtico

com NPAg.
Concentracio de nanoparticula de prata (mg Ag NPAg.L™)
Te('r:‘)po 0 5 10 15 20 25 30

Concentraco de nitrogénio amoniacal (mg N_NH,".L™)

172,60 | 171,21 | 175,14 | 170,06 | 172,60 | 174,68 | 176,75

166,37 | 168,91 | 166,83 | 169,14 | 166,37 | 167,99 | 177,44

0
2 166,83 | 163,14 | 164,06 | 155,76 | 166,83 | 164,99 | 176,06
4
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 | 5,21 6,79 7,51 7,98 5,21 7,27 8,64
padrdo

Tabela 22 Variagdo do pH em ensaio abidtico com NPAg.

Concentracio de nanoparticula de prata (mg Ag_NPAg.L™)
Te(rr:‘)po 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 Variagdo do OD em ensaio abiético com NPAg.
Concentracio de nanoparticula de prata (mg Ag NPAg.L™)
Te(’r‘:‘)po 0 5 0 | 15 | 20 | 25 30

0D (mg0,.L™)
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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 abidtico com ions de prata

Tabela 24 Variagdo da concentragdo de nitrogénio amoniacal em ensaio abi6tico

com Ag".
Concentracdo de nanoparticula de prata (mg Ag~ AgNOs.L™)
Te(';]")po 0 0,1 0,2 0,4 06 08
Concentracéo de nitrogénio amoniacal (mg N_NH,".L™)
0 172,60 | 17468 | 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 5,21 8,59 7,79 5,45 7,60 6,72
padréo
Tabela 25 Variagdo do pH em ensaio abiotico com NPAg.
Concentracio de nanoparticula de prata (mg Ag” AgNOz.L™)
Tempo | g 01 0,2 0,4 06 08
(h)
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




Tabela 26 Variagdo do OD em ensaio abidtico com NPAg.
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Concentragdo de nanoparticula de prata (mg Ag®_AgNO;.L™)

Te(rr‘:)po 0 0,1 0,2 0.4 0,6 0.8
OD (mgO,.L™)

0 | 1033 | 985 | 983 | 977 | 978 9.7
2 781 | 7.71 76 762 | 7.69 73
4 709 | 856 | 846 | 834 8.2 8.33
6 | 1015 | 85 | 827 | 867 | 823 g
8 909 | 908 | 887 | 924 | 923 | 826
10 | 832 | 869 | 861 85 844 | 825
12 | 983 | 875 | 87 895 | 875 | 822
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9.2 ANEXO 2- LAUDO DE CONTROLE DE QUALIDADE DA
NANOPARTICULA DE PRATA

NOVACENTRIX

Quality Control Summary Page

Material Silver
Nominal Diameter (nm) 25
Product Part Number Ag-25-ST2
Production Code M4147
Production Date March, 2013
Material Purity 99.993%

Metals Basis, by ICP-OES

Content of Arsenic, Cadmium, Mercury, Lead None Detected
ppm, by ICP-OES

Actual Specific Surface Area (m*/gm) 23.3
BET Method

Actual Equivalent Sphere Diameter (nm) 25
BET Method

Signature Vlmqk) e

oue CelAe 5,202




150

MATERIAL SAFETY DATA SHEET

SECTION -1~ PRODUCT -AND-COMEANY IDENTIFICATION

MANUFACTURER'S NAME DATE PREPARED:  April 16, 2009 Page 10f4
NCC Nano LLC dba Novacentrix SUPERSEDES: January 27, 2009 9

PRODUCT NAME Carbon Coated Silver Nanopowder

GENERAL USE: Chemical processing i 0\/-NT\R i

PRODUCT DESCRIPTION: Very fine dark gray to black powder, odorless

'ADDRESS (NUMBER, STREET, P.O. BOX) TELEPHONE NUMBER FOR INFORMATION
200-B Parker Drive, Suite 580 (512) 491-9500
(CITY, STATE AND ZIP CODE} COUNTRY EMERGENCY TELEPHONE NUMBER
Austin, TX 78728 USA ChemTel Inc. 1-(800) 255-3924 _ Intl. + 01 (813) 248-0585

" SECTION 2-HAZARDS IDENTIFICATION

EMERGENCY OVERVIEW
Nanopowders are easily suspended in air and can form a pems(em cloud. Breathing nanopowders may cause irritation to the respiratory tract.
Chronic inhalation of may cause a buildup of scar tissue in the lungs caused by inhalation of dust. Hazard
Symbols for this product - Xi Risk Phrases - R36

POTENTIAL HEALTH EFFECTS

INHALATION: Nanopowders are easily suspended in air and can form a persnstenl cloud. Breathing nanopowders may cause irritation to the
respiratory tract. Chronic inhalation of may cause a buildup of scar lissue in the lungs caused by inhalation of
dust.
SKIN: None expected, however, prolonged contact may cause irritation.

EVES: Contact with 6yes may cause initation

INGESTION: May cause gastric distress, stomach pains, vomiting and diarrhea.

CARCINOGENICITY NTP? No IARC MONOGRAPHS?  NO OSHAREGULATED?  No

SECTION: 3= COMPOSITION /INFORMATION.ON.INGREDIENTS

% OSHA PEL ACGIH TWA
HAZARDOUS COMPONENTS | CAS # | EINECS # l(hy weighy| PPM_| MGINE | PPM | MGIVE
Silver (ab, c) 7440-22-4 231-131-3  90-100 0.01 0.1
Carbon black (d) 1333-86-4 215-609-9 0-10 3.5

(a,c) See Section 15
{0) Indicates thal the Resource Consorvation and Recovery Act (RCRA) has determined the waste for this chemical is listed as hazardous and must be handled
according o regulations in 40 CFR 260-281.
{s) California Prop 65, Safe Drnking Water and Toxic Enforcement Act of 1986, chemicals known (o the stale lo cause cancer or reproductive toxicity. Aperson |
in the course of doing business must wamn others who may consume, come into contact with, or otherwise be exposed to this chemical.




MATERIAL SAFETY DATA SHEET
PRODUCT NAME: Carbon Coatod Silver Nanopowder Page2of4

April 16, 2009
SECTION. 4~ FIRST AID MEASURES

INHALATION Remove affected person to fresh air; if symptoms persist seek medical attention.

SKIN: Remove contaminated clothing; wash affected area with soap and water; launder contaminated clothing before reuse: if irritation
persists, seek medical attention.

EYES: Remove contact lenses. Flush eyes with clear running water for 15 minutes while holding eyelids open: if irritation persists, seek
medical attention.

INGESTION: Give two glasses of water for dilution; DO NOT induce vomiting; seek medical attention.

SECTION 5-FIRE FIGHTING MEASURES

FLASH POINT (METHOD USED) [ FLAMMABLE LIMITS LEL: Not UEL: Not applicable

Not appli [ AUTOIGNITION TEMPERATURE: __ Notdelermined | NFPACLASS: _ None

GENERAL HAZARDS: Products of combustion include metal oxides and metal dust.

EXTINGUISHING MEDIA
Carbon dioxide, dry chemical, water, water spray, chemical foam.

FIRE FIGHTING PROCEDURES
Firefighters must wear full facepiece self - contained breathing apparatus in positive pressure mode.

UNUSUAL FIRE AND EXPLOSION HAZARDS
Product will not burn.

HAZARDOUS COMBUSTION PRODUCTS
Smoke, fumes, oxides of carbon and silver.

SECTION 6 -ACCIDENTAL RELEASE MEASURES

STEPS TO BE TAKEN IN CASE MATERIAL IS REI FASED OR SPILLED: Avoid breathing dust. Recover and segregate product for reuse;
shovel product into approved container for disposal. Vacuum recovery must use HEPA filter.

SECTION 7 - HANDLING AND STORAGE

PRECAUTIONS TO BE TAKEN IN HANDLING AND STORAGE: Keep container closed when not in use; prolel:l containers from abuse; store
containers in cool, dry area. Keep this and other chemicals out of reach of children.

SECTION 8- EXPOSURE CONTROLS /PERSONAL PROTECTION

ENGINEERING CONTROLS
The use of local exhaust ventilation and airborne particle collection is recommended. No other special controls are indicated.

PERSONAL PROTECTION:
RESPIRATORY PROTECTION: When working with material outside a fume hood, or in any situation where creation of a cloud of nanoparticles

is possible, wear a respirator mask with a particulate filter rated by NIOSH as 99.97% efficient. These filters are termed “"P100" "R100" and

“N100". The P, R, and N refer to oil resistance. Oil resistance should be selected to meet or exceed the requirements of the particular work

environment.

PROTECTIVE GLOVES: Latex or other close fitting gloves

EYE PROTECTION: Safety glasses. In situations where signifi clouds of Pi are likely, il chemical splash goggles.
Refer to 29 CFR 1910.133, ANSI Z87.1, or European Standard EN166.

OTHER PROTECTIVE CLOTHING OR EQUIPMENT: Safety eyebath nearby; lab coat where there is a risk of bulk material being spilled on
clothes.

'WORK / HYGIENIC PRACTICES: Use process procedures to minimize dust Minimize body contact with this, as well as all chemica
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MATERIAL SAFETY DATA SHEET
PRODUCT NAME: Carbon Coated Silver Nanopowder
April 16, 2009

Page 4 of 4

TSCA (Toxic Substance Control Act)
All components of this product are listed on the U.S. Toxic Substances Control Act Chemical Inventory (TSCA Inventory) or are exempted
fram listing because a Low Volume Exemption has been granted in accordance with 40 CFR 723.50.

SARATITLE Il and ization Act)

311/312 Hazard Categories
Immediate health

313 Reportable Ingredients;
(a) Indicates a toxic chemical subject to annual reporting requirements of Section 313 of the Emergency Planning and Community Right-To-{
Know Act of 1986 and of 40 CFR 372.

CERCLA (C i ponse C and Liability Act)
{c) The C: Envi ponse, C ion, and Liability Act (CERCLA) has notification requirements for releases or
spills to the environment of the Reportable Quantity (RQ for this mixture = 1,000 Ibs) or greater amounts, according to 40 CFR 302.
California Prop 65, Safe Drinking Water and Toxic Enforcement Act of 1986
There is a reportable chemical present (Carbon black) known to the state of California to cause cancer or reproductive toxicity.
CPR (Canadian Controlled Products Regulations)
This product has been classified in accordance with the hazard criteria of the Controlled Products Regulations and the MSDS cantains all the
information required by the Controlled Products Regulations. WHMIS Classification: Not controlled
IDL (Canadian Ingredient Disclosure List)
Components of this product identified by CAS number and listed on the Canadian Ingredient Disclosure List are shown in Section 3.
DSL / NDSL (Canadian Domestic Substances List / Non-Domestic Substances List)

Components of this product identified by CAS number are listed on the DSL or NDSL, or are otherwise in compliance with the New

ification (NSN) { Only i i classified as " are listed in Section 3 unless otherwise indicated.
EINECS (European Inventory of Existing Commercial Chemical Substances)
Components of this product identified by CAS numbers are on the European Inventory of Existing Commercial Chemical Substances.

WGK Water Quality Index: 3 VbK Index: Not applicable
Risk Phrases SYMBOL(S) REQUIRED Safety Phrases
R36 Irritating to eyes. FOR LABEL S26 In case of contact with eyes, rinse immediately

with plenty of water and seek medical advice.
Iiritant S36 Wear suitable protective clothing.

OTHER INFORMATION.

Specific toxicity tests have not been conducted on this product. Our hazard evaluation is based on information from similar products, the
ingredients, technical literature, and/or professional experience.

HMIS HAZARD RATINGS HEALTH 2 % hronic Health Hazard 2 =MODERATE
FLAMMABILITY 1 0=INSIGNIFICANT 3=HIGH
PHYSICAL HAZARD 0 1=SLIGHT 4 = EXTREME
PERSONAL PROTECTIVE EQUIPMENT E Safety Glasses, Gloves, Dust Respirator
REVISION SUMMARY: MSDS Prepared by:
This MSDS has been revised in the following sections: Comprehensive Data Base, Inc.
Format update P.O. Box 686

Seffner, FL 33583 USA
(863) 644 - 3298  www.compdatabase.com or www.msds.cc

lations a@ based

ulated In the data sheel.: F
y




MATERIAL SAFETY DATA SHEET

PRQDUCT NAME: Carbon Coated Silver Nanopowder Page 304
|_April 16, 200
: i SECTION 9 - PHYSICAL. AND CHEMICAL PROPERTIES
APPEARANCE AND ODOR VAPOR DENSITY (AIR = 1)
Very fine dark gray to black powder, odorless Not applicable
SPEClrIC GRAVITY (WATER = 1) EVAPORATION RATE (Water = 1)
Not applicable
SOLUBILITY IN WATER % VOLATILE (BY WEIGHT)
Negligible None
pH VAPOR PRESSURE
Not applicable Not applicable
BOILING POINT FREEZING POINT
3924°F (2162° C) Not determined
VISCOSITY PARTICLE SIZE
| Dry powder <200 nanometers
S SECTION 10 - STABILITY AND REACTIVITY
STABILITY UNSTABLE: CONDITIONS TO AVOID: Avoid generating airborne dusl
STABLE: X |

INCOMPATIBILITY {MATERIALS TO AVOID): Halogens, strong oxidizers, strong acids, and acelylenic compounds.

HAZARDOUS DECOMPOSITION OR BYPRODUCTS: Decomposition will not occur if handled and stored properiy. In case of a fire, oxides of
carbon and metals, hydrocarbons, fumes, and smoke may be produce

HAZARDOUS POLYMERIZATION MAY OCCUR: 'CONDITIONS TO AVOID: None
WILL NOT OCCUR:

x
SECTION 11 - TOXICOLOGICAL INFORMATION:

D50 of Ingredient ~LC50 of Ingredient

Hazardous Ingredients CAS# EINECS # Sieks B RoiD et

Silver (a,b,c) 7440-22-4 231-131-3 Not established Not established

Carbon black (d) 1333864 | 2156088 420mg kg Not established
Intravenous - mouse

{a,c) See Section 15

SECTION 12 - ECOLOGICAL INFORMATION

No data are available on the adverse effects of this material on the environment. Neither COD nor BOD data are available. Based on lhe
chemical composition of this product it is assumed that the mixture can be treated in an acclimatized biological waste treatment plant system in
limited quantities. However, such treatment should be evaluated and approved for each specific biological system. None of the ingredients in
this mixture are classified as a Marine Pollutant.

SECTION 13 - DISPOSAL CONSIDERATIONS

WASTE DISPOSAL METHOD: Dispose of in accordance with Local, Stale, and Federal Regulations. Products classified as non - hazardous
may become hazardous waste upon contact with other products. Refer to 40 CFR Parts 260-299, “Protection of Environment" for complete
waste disposal regulations. Consult your local, state, or Federal Environmental Protection Agency before disposing of any chemicals.
According to the European Waste Catalogue, waste codes are application specific and should be assigned by the user based on the application
for which the product is used.

SECTION 14 - TRANSPORT INFORMATION

PROPER SHIPPING NAME: Non - Hazardous for Transport

DOT HAZARD CLASS / Pack Group: Not regulated IATA HAZARD CLASS / Pack Group: Not regulated
REFERENCE: Not Applicable IMDG HAZARD CLAS! ot regulated
UN / NA IDENTIFICATION NUMBER: None RID/ADR Dangerous Goods Cod! ot regulated
LABEL: None Required UN TDG Class / Pack Group: Not regulated

HAZARD SYMBOLS: None Hazard Identification Number (HIN): None

Note: Transportation information provided is for reference only. Customer is urged to consult 49 CFR 100 - 177, IMDG, IATA, EC, United
Nations TDG, and WHMIS (Canada) TDG information manuals for detailed regulations and exceptions covering specific container sizes,
ing materials and methods of shipping.
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