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Resumo Geral 
O efeito ecotoxicológico de nanopartículas de prata (AgNPs) fitogênicas e 
micogênicas expostas aos peixes dulcícolas Astyanax ribeirae (lambari) e Danio 
rerio (peixe-zebra) foram investigados. As AgNPs fitogênicas foram sintetizadas 
a partir de bagaço de cana-de-açúcar (BCA) e revestidas com polietilenoimina 
(PEI) e as micogênicas, foram obtidas utilizando o fungo (Penicillium polonicum). 
Os ensaios de toxicidade aguda e crônica foram realizados para avaliar o 
consumo de oxigênio e a excreção de amônia. Os resultados mostraram que A. 
ribeirae é mais sensível às AgNPs em comparação a D. rerio, com mortalidade total 
observada em concentrações de 500 µg/L das AgNPs micogênicas. A 
caracterização das nanopartículas revelou diferenças no potencial zeta (Pζ) e na 
estabilidade coloidal, fatores que influenciam sua toxicidade. Este estudo oferece 
novos insights sobre a toxicidade de AgNPs biogênicas, evidenciando a 
importância de avaliar espécies nativas para a formulação de diretrizes de 
segurança ambiental que minimizem os riscos ecotoxicológicos de nanomateriais 
em ecossistemas aquáticos. 
 
Palavras-chave: Nanopartículas de prata biogênicas, bagaço de cana-de-açúcar, 
polietilenoimina, nanotoxicologia, parâmetros fisiológicos. 
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Introdução Geral 

A nanotecnologia tem se consolidado como uma das áreas mais 

promissoras e inovadoras da ciência, com aplicações que abrangem desde a 

medicina até a indústria e a agricultura (Malik et al., 2023). Em particular, as 

nanopartículas de prata (AgNPs) têm atraído grande interesse devido às suas 

propriedades antibacterianas, antifúngicas e anticorrosivas, que as tornam ideais 

para aplicações em produtos de consumo, dispositivos médicos, eletrônicos, 

têxteis e sistemas de purificação de água (Bayda et al., 2019; Chapa González et 

al., 2023). No entanto, o aumento do uso de AgNPs em setores industriais e a 

subsequente liberação dessas partículas no ambiente têm levantado 

preocupações significativas quanto aos seus potenciais impactos 

ecotoxicológicos, especialmente em ecossistemas aquáticos (Choi et al., 2010; 

Khan et al., 2022). 

A presença de AgNPs no ambiente aquático pode ocorrer por meio de 

diferentes fontes, incluindo efluentes industriais, esgoto doméstico e produtos de 

consumo descartados. Em ambientes aquáticos, as AgNPs interagem com a biota, 

afetando organismos de diferentes níveis tróficos, como peixes, invertebrados e 

microrganismos (Das et al., 2013; Kakakhel et al., 2021; Silva et al 2022). A 

toxicidade das AgNPs em organismos aquáticos depende de fatores como 

concentração, tamanho das partículas, forma de síntese e revestimento. Estudos 

têm demonstrado que, em peixes, as AgNPs podem causar alterações fisiológicas 

e comportamentais, como o aumento do estresse oxidativo, danos aos tecidos, 

alterações na natação e efeitos sobre o metabolismo (Mahboub et al., 2021; Sharma 

et al., 2024). Essas alterações podem comprometer a sobrevivência, o crescimento 

e a reprodução dos organismos, resultando em consequências ecológicas amplas. 

Um aspecto relevante na pesquisa com AgNPs é a diferenciação entre as 

partículas sintetizadas por métodos físicos, químicos e biológicos. As AgNPs 

biológicas, também denominadas biogênicas, são sintetizadas a partir de 

materiais biológicos como plantas, fungos e bactérias, apresentam propriedades 

físico-químicas distintas das nanopartículas químicas, incluindo maior 

biocompatibilidade e estabilidade devido à presença de biomoléculas em sua 
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superfície (Kuppusamy et al., 2016; Khan et al., 2022). A toxicidade reduzida das 

AgNPs biogênicas em comparação às AgNPs sintetizadas por métodos físicos e 

químicos tem sido atribuída à sua menor liberação de íons de prata, principal 

responsável pelos efeitos tóxicos em organismos vivos (Hamedi et al., 2017). 

Contudo, mesmo entre as AgNPs biogênicas, a toxicidade pode variar 

amplamente dependendo da fonte biológica utilizada e do método de síntese. 

Neste contexto, este estudo visa investigar os efeitos ecotoxicológicos AgNPs 

fitogênicas [forma livre e revestida de polietilenoimina (PEI)] e micogênicas nas 

espécies de peixes Astyanax ribeirae (lambari) e Danio rerio (peixe-zebra). A 

escolha dessas espécies se justifica por sua relevância ecológica, distribuição 

geográfica e sensibilidade a contaminantes ambientais. 
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Resumo 
O estudo aborda os efeitos ecotoxicológicos de nanopartículas de prata (AgNPs) 
biogênicas nos peixes Astyanax ribeirae (lambari) e Danio rerio (peixe-zebra). As 
AgNPs biogênicas derivadas de bagaço de cana-de-açúcar (BCA) foram também 
revestidas de polietilenoimina (PEI) enquanto que, as micogênicas foram 
sintetizadas utilizando um fungo isolado de sedimento marinho. As 
nanopartículas foram caracterizadas quanto à morfologia e estabilidade coloidal, 
utilizando técnicas como microscopia eletrônica de transmissão (MET),  tamanho 
tamanho hidrodinâmico por espalhamento dinâmico de luz (DLS), potencial Zeta 
(Pζ)  e índice de polidispersão (PDI). Os ensaios de toxicidade aguda foram 
conduzidos mensurando a letalidade das AgNPs nas duas espécies de peixes. 
Astyanax ribeirae mostrou-se mais sensível, com mortalidade total observada a 
500 µg/L de AgNPsBCA e 1000 µg/L de AgNPsBCA-PEI. Já as AgNPsIBCLP22 
apresentaram alta toxicidade, causando 100% de mortalidade a 500 µg/L. Em 
relação ao Danio rerio, a toxicidade foi menos expressiva, com menor letalidade 
nas mesmas concentrações. Os testes metabólicos indicaram que A. ribeirae 
exposto às AgNPsBCA demonstrou um padrão bifásico no consumo de oxigênio, 
com redução em concentrações mais baixas e aumento em doses elevadas. A 
excreção de amônia diminuiu com o aumento da concentração das 
nanopartículas. Com as AgNPsBCA-PEI, houve declínio no consumo de oxigênio e 
leve alteração na excreção de amônia, com mortalidade total em concentrações 
mais altas. Danio rerio exibiu aumento no consumo de oxigênio até 500 µg/L de 
AgNPsBCA, mas uma diminuição significativa a 1000 µg/L. A excreção de amônia 
também variou, com um pico em 100 µg/L e queda em doses intermediárias. Este 
estudo fornece novos dados sobre os impactos das AgNPs biogênicas, 
especialmente em relação às diferentes sensibilidades das duas espécies de 
peixes. Esses resultados são importantes para a elaboração de diretrizes de 
segurança ambiental para o uso dessas nanopartículas, considerando suas 
potenciais implicações ecológicas e toxicológicas. 
 
Palavras-chave: Nanopartículas de prata biogênicas, Toxicidade em peixes, 
Bagaço de cana-de-açúcar, Nanotoxicologia, Parâmetros fisiológicos. 
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Abstract 
The study addresses the ecotoxicological effects of biogenic silver nanoparticles 
(AgNPs) on two fish species: Astyanax ribeirae (Lambari) and Danio rerio 
(Zebrafish). The biogenic AgNPs, derived from sugarcane bagasse and a fungus 
isolated from marine sediments, possess physicochemical properties that can 
influence their toxicity in aquatic environments. The research characterizes these 
nanoparticles in terms of morphology and colloidal stability, using techniques 
such as scanning and transmission electron microscopy, as well as analyses of 
hydrodynamic size and zeta potential. Acute toxicity assays were conducted in 
the laboratory, measuring the lethality of the AgNPs in both fish species. 
Astyanax ribeirae was found to be more sensitive, with total mortality observed at 
500 µg/L of AgNPsBCA and 1000 µg/L of AgNPsBCA-PEI. The AgNPsIBCLP22 showed 
high toxicity, causing 100% mortality at 500 µg/L. In contrast, Danio rerio 
exhibited lower toxicity, with less lethality at the same concentrations. Metabolic 
tests indicated that A. ribeirae exposed to AgNPsBCA demonstrated a biphasic 
pattern in oxygen consumption, with a reduction at lower concentrations and an 
increase at higher doses. Ammonia excretion decreased with the increasing 
concentration of nanoparticles. Exposure to AgNPsBCA-PEI resulted in a decline in 
oxygen consumption and slight alteration in ammonia excretion, with total 
mortality observed at higher concentrations. Danio rerio showed an increase in 
oxygen consumption up to 500 µg/L of AgNPsBCA, but a significant decrease at 
1000 µg/L. Ammonia excretion also varied, with a peak at 100 µg/L and a drop 
at intermediate doses. This study provides new insights into the impacts of 
biogenic AgNPs, particularly regarding the different sensitivities of the two fish 
species. These findings are crucial for the development of environmental safety 
guidelines for the use of these nanoparticles, considering their potential 
ecological and toxicological implications. 
 
Keywords: Biogenic silver nanoparticles, Fish toxicity, Sugarcane bagasse, 
Nanotoxicology, Physiological parameters 
 

1. Introdução 

Nas últimas décadas, as nanopartículas de prata (AgNPs) despontaram como 

ferramentas versáteis em diversos setores industriais, impulsionadas por suas 

propriedades antimicrobianas, eletrônicas e catalíticas singulares (Xu et al., 2020). 

Sua aplicação em produtos como cosméticos, dispositivos médicos, eletrônicos, 

têxteis, revestimentos e sistemas de purificação de água é cada vez mais 

difundida (Souza et al., 2019; Altammar et al., 2023). No entanto, o crescente 

interesse e a expansão de suas aplicações tecnológicas suscitaram sérias 

preocupações quanto à toxicidade potencial dessas nanopartículas para 
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organismos vivos e, consequentemente, para os ecossistemas aquáticos (Malik et 

al., 2023). 

Estudos prévios já demonstraram os efeitos deletérios das AgNPs em 

organismos aquáticos, incluindo alterações no comportamento, como a 

diminuição da atividade natatória em bagre africano (Clarias gariepinus) (Naguib 

et al., 2020), e impactos na fisiologia, como o aumento do estresse oxidativo em 

larvas e embriões de Peixe Zebra (Danio rerio) (Kokturk et al., 2021). Além disso, 

a bioacumulação de AgNPs em tecidos de peixes, como brânquias e fígado, tem 

sido relatada em diversas espécies, como a tilápia-do-nilo (Oreochromis niloticus) 

(Khallaf et al., 2017) e a carpa comum (Cyprinys carpio) (Krishnasamy et al., 2023). 

A toxicidade das AgNPs em organismos aquáticos tem sido objeto de 

crescente atenção científica, uma vez que esses ambientes frequentemente se 

tornam o destino das nanopartículas liberadas no meio ambiente (Lazim et al., 

2023). A liberação de AgNPs no ambiente pode ocorrer através de diversas 

fontes, como efluentes industriais, esgoto doméstico e produtos de consumo que 

contêm AgNPs. Uma vez no ambiente aquático, as AgNPs podem interagir com 

a biota, incluindo peixes, algas, invertebrados e microrganismos, desencadeando 

uma série de efeitos adversos (Lazim et al., 2023). 

Contudo, ainda persistem lacunas no entendimento de como diferentes tipos 

de AgNPs, especialmente aquelas de origem biogênica, afetam distintas espécies 

de peixes. As AgNPs biogênicas são sintetizadas a partir de organismos vivos, 

como plantas, fungos e bactérias, e apresentam características físico-químicas 

distintas das AgNPs produzidas por métodos químicos e físicos (Xu et al., 2020). 

Algumas dessas diferenças como a distribuição de tamanho controlado, formas 

mais variadas e maior estabilidade são devido à presença de biomoléculas em 

sua superfície, que podem contribuir para sua maior biocompatibilidade (Khan 

et al., 2022). Essas diferenças podem influenciar sua toxicidade e seus mecanismos 

de ação em organismos aquáticos. A compreensão desses mecanismos de 

toxicidade é fundamental para o desenvolvimento de medidas de mitigação e 

prevenção dos impactos ambientais causados por essas nanopartículas (Kumar 

et al., 2022). 
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Diante desse cenário, este estudo se propõe a investigar os efeitos de 

diferentes AgNPs de origem biogênica em duas espécies de peixes com 

relevância ecológica e econômica: o Lambari (Astyanax ribeirae) e o Peixe-zebra 

(Danio rerio). A escolha dessas espécies se justifica por sua distribuição 

geográfica, importância ecológica e sensibilidade a diferentes tipos de poluentes, 

tornando-os organismos modelo relevantes para estudos ecotoxicológicos 

(APHA, 2012). De acordo com Oyakawa et al (2006) Astyanax ribeirae é um 

caracídeo endêmico da bacia do rio Ribeira de Iguape, popularmente conhecido 

como lambari,  essa espécie vêm sendo utilizada em estudos de ecotoxicologia 

devido à sua fácil manutenção em laboratório e sensibilidade a diferentes 

contaminantes (Barbieri et al., 2018; Silva et al., 2022; Aguiar et al., 2024). Já o Danio 

rerio é um modelo amplamente utilizado em pesquisas biomédicas e 

toxicológicas, devido ao seu rápido desenvolvimento embrionário, genoma 

sequenciado e alta similaridade genética com  (Teame et al., 2019). Considerando 

as diferenças na fisiologia e na distribuição geográfica dessas duas espécies, é 

plausível que elas apresentem respostas metabólicas distintas à exposição a 

nanopartículas de prata (AgNPs). Além disso, tais respostas metabólicas devem 

variar em função da origem das AgNPs. A avaliação dos efeitos dessas AgNPs 

em peixes é crucial para compreender os potenciais impactos ecológicos e 

toxicológicos associados ao seu uso crescente. Além disso, os resultados deste 

estudo podem auxiliar na elaboração de diretrizes e regulamentações para o uso 

seguro de AgNPs, minimizando os riscos para os ecossistemas aquáticos e a 

saúde humana. 

 

2. Material e métodos  

2.1 Biossíntese de AgNPs biológicas 

2.1.1 Bagaço de cana-de-açúcar 

As nanopartículas de prata (AgNPs) foram sintetizadas utilizando extrato 

aquoso do bagaço de cana de açúcar (BCA). De maneira simplificada, o BCA foi 

incorporado a um volume de água ultrapura na razão de 1:20. A mistura foi 

aquecida a 121 °C por 15 minutos. Posteriormente, com o auxílio de um sistema 
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de filtração, o extrato foi filtrado em papel filtro Whatman (80g/m2-4µm). A 

síntese ocorreu em frascos Erlenmeyer de 250 mL que continham 50 mL de 

extrato ajustado a pH 11 e 50µL de solução de nitrato de prata (AgNO3) na 

concentração final da solução de 1,0 mM (107 mg/L de Ag). A mistura foi 

incubada em plataforma orbital com agitação de 180 rpm, temperatura de 30 °C 

por 24 horas, protegida da luz em vidro âmbar. 

 

Estabilização 

As AgNPs de bagaço de cana de açúcar (AgNPsBCA) foram modificadas 

quanto a sua carga de superfície utilizando o polieletrólito catiônico 

polietilenoimina (PEI) de carga positiva. A reação ocorreu em frasco Erlenmeyer 

de 250 mL que continha 50 mL de solução coloidal de AgNPs (107 mg/L de Ag) 

ajustada a pH 9 e 95 µL de solução de PEI, equivalente a 190 mg/L no volume 

final. A mistura permaneceu incubada a 30 °C, sob agitação de 180 rpm e 

protegida da luz, por 24 h. As AgNPsBCA revestidas de PEI foram codificadas de 

AgNPsBCA-PEI. 

 

2.1.2 Fungo isolado de sedimento marinho 

O fungo P. polonicum IBCLP22, previamente isolado do sedimento marinho 

da Baía do Araçá (São Sebastião, SP), foi utilizado para a síntese extracelular de 

AgNPsIBCLP22, conforme descrito por Silva et al. (2022) e Ottoni et al. (2017). O 

fungo foi cultivado em placas de Petri contendo meio batata dextrose ágar (BDA) 

a 30 °C por 7 dias. Cinco discos de 6 mm de diâmetro, retirados da periferia da 

cultura, foram transferidos para um frasco Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 

mL de meio MGLP (extrato de malte 3 g/L, glicose 10 g/L, extrato de levedura 3 

g/L, peptona bacteriológica 35 g/L). O cultivo foi mantido sob agitação (150 rpm) 

a 30 °C por 72 horas. 

Após o crescimento, a biomassa fúngica foi lavada com 300 mL de água 

destilada estéril e transferida para um frasco Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 

mL de água deionizada estéril. Essa mistura foi mantida sob agitação a 150 rpm 

e a 30 °C por 72 horas. Ao final do período, realizou-se uma nova filtração 
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utilizando membranas Whatman (0,45 µm e 0,22 µm). Em seguida, foram 

adicionados aproximadamente 50 mL do extrato fúngico e 500 µL de uma solução 

de nitrato de prata (AgNO₃) para a concentração final da solução de 1,0 mM em 

um frasco Erlenmeyer de 250 mL. Para o grupo controle, o mesmo procedimento 

foi adotado, porém a biomassa foi autoclavada após o crescimento no meio 

MGLP.  

 

2.2 Caracterização das AgNPs biológicas 

Antes de cada análise de caracterização, as AgNPs foram agitadas 

suavemente e quando possível, sonicadas em banho ultrassom. As amostras 

foram analisadas na suspensão estoque, na concentração de 1 mM de AgNO3. 

As faixas de ressonância plasmônica de superfície (SPR) das AgNPs foram 

analisadas utilizando um espectrofotômetro UV-visível (U-2000 Hitachi, Japão) 

no intervalo de 200 a 800 nm. O tamanho hidrodinâmico (DLS), o potencial zeta 

(Pζ) e o índice de polidispersão (PDI) foram avaliados com o Zetasizer Nano ZS90 

(Malvern Instruments, Reino Unido). 

A morfologia das AgNPs foi investigada por microscopia eletrônica de 

transmissão (MET) e microscopia eletrônica de varredura (MEV). Para a MET, as 

suspensões de AgNPs foram depositadas em grades de cobre revestidas com 

carbono (40 × 40 μm) por meio do método de gotejamento. Após duas horas de 

secagem, as medições foram realizadas em um microscópio eletrônico JEOL JEM-

2100 operando a 200 kV. 

Na análise por MEV, as amostras foram colocadas sobre uma fita de carbono 

em um porta-amostras (stub) e cobertas com uma fina camada de liga de ouro-

paládio por sputtering, utilizando um mini revestidor modelo Polaron Emitech 

SC7620. 

 

2.3 Manejo dos animais 

Os animais utilizados nos experimentos foram obtidos por meio de 

colaborações com produtores locais. Os organismos foram encaminhados para o 

Laboratório de Ecotoxicologia do Instituto de Pesca, no Núcleo de Pesquisa e 



 

 

12 

 

Desenvolvimento do Litoral Sul em Cananéia, São Paulo, onde foram mantidos 

até a utilização nos experimentos. 

Os animais foram dispostos em tanques previamente higienizados que 

possuíam aeração contínua e renovação diária da água.  Os organismos foram 

alimentados diariamente, ad libidum, com ração peletizada, (comercial extrusada, 

2,0 mm com 36% de proteína bruta, 7% de extrato etéreo e 4% de fibra bruta), 

colocados nos tanques com capacidade máxima de 1000 L, garantindo assim suas 

necessidades nutricionais até serem selecionados para o experimento. 
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2.4 Testes de toxicidade aguda 

Os experimentos ocorreram em aquários com 5 L de água desclorada, sob 

aeração constante e mantidos a uma temperatura de 23 ± 2 °C. As AgNPs foram 

diluídas em água filtrada e desclorada 15 minutos antes do início de cada 

experimento, de acordo com a concentração final desejada. 

As duas espécies de peixes foram divididas em quatro grupos experimentais, 

cada um com seis réplicas: um grupo controle, sem exposição a AgNPs, e três 

grupos de tratamento com diferentes concentrações de nanopartículas (100 µg/L, 

500 µg/L e 1000 µg/L). No entanto, os indivíduos de A. ribeirae expostos às 

AgNPsIBCLP22 apresentaram alta sensibilidade, inviabilizando o teste na 

concentração de 1000 µg/L. Devido a essa observação, duas novas concentrações 

intermediárias (50 µg/L e 100 µg/L) foram introduzidas, resultando em grupos 

de tratamento que incluíram um controle, as concentrações intermediárias e uma 

concentração máxima de 500 µg/L para as AgNPs. 

 

2.5 Metabolismos de rotina 

O metabolismo dos animais foi avaliado por meio de testes de respirometria 

em sistema fechado, conforme descrito por Damato e Barbieri (2012). Após 24 

horas de exposição às diferentes concentrações de AgNPs, tanto os indivíduos de 

A. ribeirae, quanto de D. rerio, foram transferidos para respirômetros individuais, 

onde passaram por uma aclimatação de 1 hora com circulação contínua de água, 

minimizando qualquer estresse potencial devido ao manuseio e tratamento. 

Após esse período, os respirômetros foram selados, ajustando-se o tempo de 

confinamento para que a concentração de oxigênio no final do experimento não 

caísse abaixo de 70% da concentração inicial. 

Ao término do confinamento, os respirômetros foram abertos e amostras de 

água foram coletadas imediatamente por sifonamento com mangueiras de 

silicone, utilizando frascos de vidro âmbar. Foram coletados 60 mL de água para 

a determinação do consumo de oxigênio e 20 mL para a análise de excreção de 

amônia. O oxigênio dissolvido foi determinado pelo método de Winkler (1888), 

no qual a amostra é fixada com cloreto ou sulfato de manganês e hidróxido de 
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sódio. O Mn(OH)₄ resultante reage com o oxigênio, formando um composto de 

manganês trivalente, que posteriormente é analisado após acidificação e reação 

com iodeto de sódio, formando I₂. A quantidade de I₃⁻ gerada, proporcional ao 

O₂ presente, foi determinada por titulação com tiossulfato de sódio, utilizando 

um complexo amarelo para identificar o ponto final. 

O consumo específico de oxigênio foi calculado com base no volume do 

respirômetro, no peso úmido do animal e no tempo de confinamento. Para a 

excreção de amônia, utilizou-se o método de Nessler (Greenberg, 1995), em que 

20 mL da amostra foram reagidos com 1 mL do reagente de Nessler. A 

absorbância foi medida após 10 minutos em um espectrofotômetro a 410 nm, e a 

concentração de amônia foi determinada por comparação com uma curva-

padrão. 

As concentrações de oxigênio e amônia no início e no fim do confinamento 

foram usadas para calcular o consumo específico de oxigênio (mL O₂/g/L/h) e 

a excreção específica de amônia (mg/L/g/h), levando em conta o volume do 

respirômetro, o peso do animal e o tempo de confinamento. 

 

2.6 Análise estatística 

O teste de normalidade de Shapiro-Wilk foi realizado inicialmente para 

avaliar a distribuição dos dados. Como a distribuição não foi normal, o teste não 

paramétrico de Kruskal-Wallis foi utilizado para analisar diferenças 

estatisticamente significativas entre as concentrações investigadas. 

 

3. Resultados  

3.1 Caracterização das AgNPs 

As AgNPs sintetizadas a partir do bagaço de cana-de-açúcar (AgNPsBCA), 

revestidas por PEI (AgNPsBCA-PEI) e pelo fungo IBCLP22 (AgNPsIBCLP22), 

apresentaram uma tonalidade marrom característica e banda de ressonância 

plasmônica de superfície (SPR) na faixa de 420-460 nm, confirmando a presença 

de AgNPs. 



 

 

15 

 

A Tabela 1 apresenta os dados de tamanho hidrodinâmico (DLS), 

potencial zeta (Pζ) e índice de dispersão (PDI) das AgNPs. As AgNPsIBCLP22 

apresentaram tamanho e PDI indicativos de uma dispersão monodispersa, sem 

formação de agregados. O potencial zeta das AgNPsBCA-PEI tornou-se positivo 

após a modificação com polietilenoimina (PEI), devido à maior exposição de 

grupos amina na superfície do polímero, conferindo maior estabilidade coloidal 

e potencial atividade antimicrobiana, conforme observado por Ortega et al. 

(2021). 

 

Tabela 1. Caracterização físico-química de AgNPsBCA, AgNPsBCA-PEI e 

AgNPsIBCLP22 obtidas por espalhamento dinâmico de luz (DLS), zeta potencial (ζ), 

índice de polidispersidade (PDI) e pH. 

AgNPs DLS (nm) Pζ (em água, mV) PDI pH 

BCA 31,2 -22,00 0,234 11 

BCA-PEI 49,9 +40,00 0,220 9 

IBCLP22 36,9 -30,92 0,211 8,5 

 

As análises de microscopia eletrônica de transmissão (MET) revelaram 

que todas as AgNPs possuíam forma esférica e tamanho entre 20 e 70 nm (Fig. 1). 

As AgNPsIBCLP22, (Fig 1A) apresentaram um padrão monodisperso na MET, com 

tamanho médio entre 22,5 e 42,0 nm, corroborando os resultados de DLS. Valores 

similares entre MET e DLS foram obtidos para as AgNPsBCA (Fig. 1B) e AgNPsBCA-

PEI (Fig.1C). 

 

 

Figura 1. Imagens de MET de (A) AgNPsIBCLP22; (B) AgNPsBCA e (C) AgNPsBCA-

PEI. Escala 200nm. 
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Todas as AgNPs apresentaram pH alcalino, independentemente da 

origem ou do revestimento. O pH alcalino contribui para a estabilidade das 

AgNPs, influenciando sua carga superficial, agregação e dissolução oxidativa, 

conforme descrito por Fernando e Zhou (2019). No entanto, é importante 

ressaltar que o ambiente aquático, um dos principais receptores de AgNPs, pode 

alterar rapidamente suas propriedades físico-químicas, como carga superficial e 

morfologia, devido à interação com componentes ambientais (Souza et al., 2019; 

Tortella et al., 2020). 

 

3.2 Toxicidade aguda 

A espécie nativa, A. ribeirae, mostrou-se mais sensível às AgNPs em 

comparação com o D. rerio, apresentando taxas de mortalidade 

significativamente maiores (Tabela 2).  

 

Tabela 2. Mortalidade (%) de Astyanax ribeirae e Danio rerio expostos a diferentes 

AgNPs. 

AgNPs Concentração (µg/L) A. ribeirae (n=6) D. rerio (n=6) 

IBCLP22 

Controle 0 0 

50 0 0 

100 0 0 

500 100 0 

BCA 

Controle 16.6 0 

100 16.6 0 

500 100 0 

1000 16.6 0 

BCA-PEI 

Controle 16.6 0 

100 0 0 

500 0 0 

1000 100 0 
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A AgNPsBCA causou 100% de mortalidade em A. ribeirae na concentração 

de 500 µg/L, mas não a 1000 µg/L, sugerindo um possível efeito de saturação ou 

mecanismo de defesa ativado em concentrações mais elevadas. A AgNPsBCA-PEI, 

por sua vez, induziu mortalidade total apenas a 1000 µg/L, indicando uma 

liberação mais lenta e potencialmente mais segura em doses menores. As 

AgNPIBCLP22 foram extremamente tóxicas na concentração de 500 µg/L para A. 

ribeirae, inviabilizando o teste em 1000 µg/L e motivando a inclusão de 

concentrações intermediárias (50 e 100 µg/L) para uma avaliação mais precisa de 

seus efeitos. 

 

3.3 Metabolismo de rotina 

Os indivíduos de A. ribeirae quando expostos a AgNPsBCA apresentaram 

um padrão bifásico no consumo de oxigênio, com diminuição na concentração 

de 100 µg/L e aumento em 1000 µg/L, em relação ao grupo controle (Fig. 2A).  

Enquanto o D. rerio. apresentou uma resposta de aumento no consumo específico 

de O2 em concentrações de até 500 µg/L. No entanto, esse consumo diminuiu 

significativamente na concentração mais alta de 1000 µg/L (Fig. 2B). 

 

 

Figura 2. Efeitos da exposição à AgNPs BCA no consumo específico de oxigênio 

(mL O₂/g/L/h) em (A) Astyanax ribeirae, (B) Danio rerio.  As barras coloridas 

representam o intervalo dos valores de consumo em cada concentração (0, 100, 

500 e 1000 µg/L) de AgNP (N=6). Linhas acima/abaixo das barras: valores 
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discrepantes. Asteriscos: assinalam grupos com diferenças estatisticamente 

significativas. 

 

Astyanax ribeirae expostos a AgNPsBCA-PEI apresentaram uma diminuição 

gradual no consumo específico de O2 (Fig. 3A). Essa resposta metabólica foi 

diferente para D. rerio, que após a exposição as AgNPsBCA-PEI, apresentaram um 

aumento gradual no consumo de específico de oxigênio em relação ao grupo 

controle nas concentrações de 100 e 500 µg/L. Para os peixes dessa mesma 

espécie expostos à 1000 µg/L esse consumo foi muito parecido com o grupo 

exposto na concentração anterior, de 500 µg/L (Fig. 3B). 

. 

 

Figura 3. Efeitos da exposição à AgNP BCA-PEI no consumo específico de oxigênio 

(mL O₂/g/L/h) em (A) Astyanax ribeirae, (B) Danio rerio. As barras coloridas 

representam o intervalo dos valores de consumo em cada concentração (0, 100, 

500 e 1000 µg/L) de AgNP (N=6). Linhas acima/abaixo das barras: valores 

discrepantes. Asteriscos: assinalam grupos com diferenças estatisticamente 

significativas. 

 

Em relação às AgNPsIBCLP22, observou-se um aumento progressivo no 

consumo específico de oxigênio entre os peixes da espécie A. ribeirae (Fig. 4A). 

Para D. rerio esse parâmetro foi maior em todas as concentrações em comparação 

com o grupo controle. A concentração de 50 µg/L apresentou o maior consumo 
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específico de O₂, enquanto nas concentrações de 100 e 500 µg/L a espécie 

apresentou consumo semelhante. (Fig. 4B) 

 

Figura 4. Efeitos da exposição à AgNP IB-CLP22 no consumo específico de oxigênio 

(mL O₂/g/L/h) em (A) Astyanax ribeirae, (B) Danio rerio. As barras coloridas 

representam o intervalo dos valores de consumo em cada concentração (0, 50, 100 

e 500 µg/L) de AgNP (N=6). Linhas acima/abaixo das barras: valores 

discrepantes. Asteriscos: assinalam grupos com diferenças estatisticamente 

significativas. 

 

A excreção específica de amônia exibiu uma relação dose-dependente, em 

indivíduos de A. ribeirae, diminuindo com o aumento da concentração de 

AgNPsBCA (Fig. 5A). A concentração de 500 µg/L de AgNPsBCA resultou em 100% 

de mortalidade dos lambaris, impossibilitando a avaliação deste parâmetro 

fisiológico nesta dose. Em D. rerio na concentração de 100 µg/L, foi observado 

um aumento significativo na excreção específica de amônia, seguido por uma 

redução relativamente modesta na concentração de 500 µg/L, que se manteve na 

concentração máxima (Fig 5B). 
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Figura 5. Efeitos da exposição à AgNP BCA na excreção específica de amônia 

(mg/L/g/h) em (A) Astyanax ribeirae, (B) Danio rerio. As barras coloridas 

representam o intervalo dos valores de excreção em cada concentração (0, 100, 

500 e 1000 µg/L) de AgNP (N=6). Linhas acima/abaixo das barras: valores 

discrepantes. Asteriscos: assinalam grupos com diferenças estatisticamente 

significativas. 

 

Em relação a excreção específica de amônia com o uso das AgNPsBCA-PEI, 

o observado foi uma redução neste parâmetro para A. ribeirae (Fig. 6A), em 

relação ao grupo controle. Enquanto para D. rerio todas as concentrações testadas 

apresentaram valores mais altos do que o grupo sem tratamento, tendo um pico 

na concentração máxima de 1000 µg/L (Fig. 6B). 
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Figura 6. Efeitos da exposição à AgNP BCA-PEI na excreção específica de amônia 

(mg/L/g/h) em (A) Astyanax ribeirae, (B) Danio rerio. As barras coloridas 

representam o intervalo dos valores de excreção em cada concentração (0, 100, 

500 e 1000 µg/L) de AgNP (N=6). Linhas acima/abaixo das barras: valores 

discrepantes. Asteriscos: assinalam grupos com diferenças estatisticamente 

significativas. 

 

A excreção específica de amônia em A. ribeirae expostos a AgNPsIB-CLP22 

aumentou de forma sútil e de acordo com a concentração da AgNP em que estava 

submetido (Fig 7A). Em D.rerio todas as três concentrações comparadas ao grupo 

controle também apresentaram um aumento na excreção especifíca de amônia, o 

tratamento com 100 µg/L apresentou a maior excreção específica e na 

concentração seguinte de 500 µg/L houve uma redução neste parâmetro, ainda 

assim esse valor foi maior do que o grupo controle (Fig. 7B). 
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Figura 7. Efeitos da exposição à AgNPs IB-CLP22 na excreção específica de amônia 

(mg/L/g/h) em (A) Astyanax ribeirae, (B) Danio rerio. As barras coloridas 

representam o intervalo dos valores de excreção em cada concentração (0, 50, 100 

e 500 µg/L) de AgNP (N=6). Linhas acima/abaixo das barras: valores 

discrepantes. Asteriscos: assinalam grupos com diferenças estatisticamente 

significativas. 

4. Discussão 

4.1 Caracterização das AgNPs 

A caracterização físico-química das nanopartículas de prata biogênicas 

(AgNPs) revelou propriedades fundamentais que influenciam diretamente sua 

estabilidade coloidal e seus potenciais efeitos tóxicos. As AgNPsIBCLP22 exibiram 

uma dispersão monodispersa, sem formação de agregados, o que corrobora a 

eficiência do revestimento fúngico em manter a estabilidade das partículas. 

Estudos anteriores indicam que uma maior estabilidade coloidal pode reduzir a 

formação de agregados e aumentar a biodisponibilidade de nanopartículas em 

ambientes aquáticos, aumentando potencialmente sua toxicidade (Tortella et al., 

2020). 

O potencial zeta positivo das AgNPsBCA-PEI indica que o revestimento com 

polietilenoimina (PEI) melhora a estabilidade eletrostática, reduzindo a liberação 
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de íons prata, o que foi associado a uma menor toxicidade, conforme Ortega et al. 

(2021) também observaram em nanopartículas com revestimento de PEI. O pH 

alcalino encontrado nas amostras, independentemente da origem ou do 

revestimento, também pode influenciar as interações das nanopartículas com o 

meio ambiente. Fernando e Zhou (2019) ressaltam que o pH pode modular a 

solubilidade e a estabilidade das AgNPs, afetando a forma como interagem com 

os organismos aquáticos. No entanto, é importante lembrar que em ambientes 

ricos em íons, como cloretos e sulfatos, essas propriedades podem ser alteradas, 

como descrito por Souza et al. (2019), o que ressalta a necessidade de mais estudos 

sob condições ambientais realistas. 

4.2 Toxicidade aguda 

Os dados de toxicidade aguda revelam uma clara diferença nas respostas 

entre A. ribeirae e D. rerio. Astyanax ribeirae apresentou maior sensibilidade às 

AgNPs, especialmente às AgNPsBCA e AgNPsIBCLP22, com 100% de mortalidade 

em 500 µg/L. Estudos semelhantes, como o de Schultz et al. (2021), observaram 

que a que os efeitos de AgNPs pode variar significativamente entre espécies, os 

autores avaliaram a resposta de três espécies de peixes em fases iniciais, a truta 

arco-íris (Oncorhynchus mykiss), a truta do lago (Salvelinus namaycush) e o lúcio do 

norte (Esox lucius) e relataram uma maior sensibilidade nos embriões e nas larvas 

de lúcio do norte. 

O comportamento atípico observado nas AgNPsBCA, com mortalidade 

total em 500 µg/L, mas não em 1000 µg/L, pode ser explicado por um efeito de 

saturação. Isso pode ocorrer devido à agregação das nanopartículas em 

concentrações mais elevadas, resultando em menor biodisponibilidade e, 

consequentemente, toxicidade reduzida. Esse padrão bifásico foi observado em 

outros estudos sobre a exposição de peixes a metais pesados, onde a produção 

de metalotioneínas é ativada em níveis mais altos de contaminação, reduzindo a 

toxicidade (Ribeiro, 2020). A toxicidade extrema das AgNPsIBCLP22, com 100% de 

mortalidade a 500 µg/L para A. ribeirae, destaca a necessidade de uma avaliação 
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mais rigorosa do uso dessas nanopartículas biogênicas em ambientes aquáticos. 

Estudos prévios, como o de Silva et al. (2022), já mostraram que nanopartículas 

derivadas de fungos podem exibir alta toxicidade devido à presença de 

biomoléculas que podem influenciar suas propriedades físico-químicas. 

4.3 Efeitos metabólicos 

Os efeitos metabólicos observados em A. ribeirae e D. rerio indicam que as 

AgNPs afetam diretamente o consumo específico de oxigênio e a excreção 

específica de amônia. O padrão bifásico de consumo de oxigênio observado em 

A. ribeirae após a exposição às AgNPsBCA sugere que, em concentrações mais 

baixas, as nanopartículas induzem estresse oxidativo, que é compensado em 

concentrações mais altas por mecanismos de defesa metabólicos. Estudos 

anteriores, como o de Abdel-Latif et al. (2021), também relataram uma relação 

semelhante entre o estresse oxidativo e o consumo de oxigênio em peixes 

expostos a nanopartículas de óxidos metálicos. A diminuição da excreção de 

amônia em concentrações mais elevadas pode indicar comprometimento 

hepático ou renal, resultando em menor capacidade de excretar produtos 

nitrogenados (Xu et al 2021)( Figura 2B). 

Em D. rerio, o aumento inicial no consumo específico de oxigênio, seguido 

por uma queda acentuada em 1000 µg/L de AgNPsBCA, sugere que a espécie tem 

uma tolerância limitada a doses elevadas de nanopartículas. Kokturk et al. (2022) 

também observaram esse comportamento em D. rerio exposto a nanopartículas 

metálicas, onde o estresse metabólico levou a um colapso do sistema respiratório 

em concentrações críticas. Esse resultado sugere que, embora o peixe-zebra possa 

tolerar nanopartículas em doses mais baixas, os impactos subletais ainda podem 

comprometer suas funções fisiológicas. 

A exposição às AgNPsBCA-PEI resultou em padrões distintos de consumo 

de oxigênio e excreção de amônia, com D. rerio mostrando maior resistência em 

concentrações mais altas. Esses achados são consistentes com os resultados de 
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Ortega et al. (2021), que destacam que o revestimento com PEI pode diminuir a 

biodisponibilidade das nanopartículas, reduzindo sua toxicidade aguda. 

4.4 Implicações Ecológicas e Diretrizes Ambientais 

Os resultados deste estudo têm importantes implicações para o 

desenvolvimento de diretrizes de segurança ambiental relativas ao uso de 

AgNPs biogênicas. A sensibilidade diferencial entre espécies nativas, como A.      

ribeirae, e espécies modelos, como D. rerio, reforça a necessidade de ampliar o 

escopo das avaliações ecotoxicológicas para incluir espécies ecologicamente 

relevantes. Como destacado por Handy et al. (2012), a toxicidade subletal pode 

ter efeitos graves sobre o comportamento e a fisiologia dos peixes, afetando suas 

funções ecossistêmicas. 

Com base nos resultados obtidos, recomenda-se que futuras diretrizes 

considerem não apenas as concentrações letais, mas também os efeitos subletais, 

que podem impactar a saúde fisiológica das espécies e suas interações no 

ecossistema. A monitoração contínua e a avaliação de nanopartículas em 

condições ambientais realistas são essenciais para uma compreensão abrangente 

de seus impactos a longo prazo (Handy et al., 2012). Além disso, esses dados 

podem servir como base para a formulação de novos regulamentos que limitem 

a liberação de nanopartículas em ambientes aquáticos, minimizando seus efeitos 

adversos sobre a biodiversidade. 

 

5. Conclusão 

Este estudo demonstrou que a toxicidade das AgNPs em peixes é 

influenciada pela origem, concentração e revestimento das nanopartículas. Os 

lambaris apresentaram-se significativamente mais sensíveis às AgNPs em 

comparação ao peixe-zebra, destacando a importância de avaliar os riscos das 

AgNPs em espécies nativas e ecologicamente relevantes, bem como a 

importância dos testes com espécies nativas para prever futuros impactos nos 

ecossistemas regionais. A redução da toxicidade observada nas AgNPBCA-PEI 
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sugere que o revestimento pode ser uma estratégia eficaz para mitigar os 

impactos ambientais dessas nanopartículas, regulando a liberação de íons prata 

e sua interação com os organismos.  

É fundamental que futuras pesquisas incluam espécies nativas e explorem 

estratégias de modificação das AgNPs que minimizem seus efeitos adversos, 

assegurando a proteção dos ecossistemas aquáticos. 
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Considerações finais 

 

As nanopartículas, especialmente as AgNPs, são uma excelente 

ferramenta tecnológica para diferentes indústrias. Entretanto, seu uso precisa ser 

realizado de forma cautelosa e seguindo protocolos rigorosos, uma vez que 

podem ser nocivas a algumas espécies, principalmente organismos aquáticos, 

ambiente que costuma ser o destino desse material. 

 

Apesar das diferenças entre os ambientes laboratoriais e os aquáticos 

naturais, este estudo já indica os possíveis impactos negativos das AgNPs em 

peixes, especialmente em espécies nativas como A. ribeirae, que demonstrou 

maior sensibilidade a esse nanomaterial quando comparada à espécie modelo D. 

rerio. Esse achado tem importância estratégica para gestores ambientais, pois, ao 

preservar espécies mais sensíveis a essa substância, garante-se também a 

proteção de espécies com menor sensibilidade, assegurando, assim, a 

conservação de uma maior parte do meio ambiente. 

 

Outro resultado importante deste estudo é a menor toxicidade das AgNPs 

com revestimentos superficiais. Essa pode ser uma estratégia para mitigar o 

impacto das AgNPs, permitindo que elas cheguem ao seu destino de forma 

menos tóxica. Por fim, é fundamental ressaltar que, mesmo adaptando esse 

material para formas mais seguras, ainda é necessário estabelecer dosagens-

limite para seu uso seguro. 


