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RESUMO

A importéncia da 4gua na manutencdo da vida é evidentemente uma preocupa¢do mundial. Embora seja um
recurso abundante no planeta, cerca de 70% da superficie é composto por agua, sendo que apenas 4% é doce,
ou seja, prépria para o consumo. Deste modo, faz-se necessario a busca de alternativas para o processo de
desinfeccdo da dgua, com o intuito de atender aos padrdes de potabilidade requeridos para o consumo humano.
O uso de nanoparticulas metalicas para aplicacdo como agentes antibacterianos pode ser considerado uma
proposta vantajosa devida a sua excelente eficiéncia bactericida e fungicida. O presente estudo visa investigar
a utilizacdo de nanoparticulas de zinco (ZnO-NPs) funcionalizadas (3% em massa) suportada em matriz
polimérica (Poliamida 66), de forma a avaliar a atividade antibacteriana no tratamento de dgua contaminada
com a bactéria Gram negativa E.coli (organismo indicador de contaminacdo fecal). O estudo buscou
comprovar o efeito bactericida das nanoparticulas de zinco, empregando as variaveis tempo de residéncia (1, 2
e 3 h), temperatura (25 e 35°C) e condicdo de agitacdo ou repouso. Os resultados demonstram a efetividade
antibacteriana das nanoparticulas de zinco (ZnO-NPs), cujas médias de valores se apresentaram mais eficientes
nas seguintes condicdes: sem agitacdo (estatica), temperatura de 35°C, e intervalo de tempo de 3h. Os testes
mais promissores indicam a inibicdo da atividade microbiana na faixa de 86% da populacéo inicial.

PALAVRAS-CHAVE: Nanoparticulas de zinco, Desinfeccdo da agua, Poliamida 66, Nanotecnologia.

INTRODUCAO

O planeta esta enfrentando diversos desafios com o propdsito de atender as demandas crescentes de agua
potavel, tendo em vista que as fontes disponiveis de dgua doce estdo diminuindo devido as secas prolongadas
(VOROSMARTY ET AL, 2000). Portanto, torna-se imprescindivel a procura por tecnologias alternativas a
fim de atender os padrGes de potabilidade da agua requeridos para o consumo humano, impostos pela Portaria
MS 2.914/2011. O estudo em questdo tem como proposta avaliar a atividade antimicrobiana sobre os
microrganismos, notadamente a bactéria E.coli, um organismo indicador de contaminacéo fecal e que segundo
a Portaria citada anteriormente, deve-se mostrar ausente na 4gua. Desta forma, empregam-se nanoparticulas de
zinco funcionalizadas em percentual de 3% em massa sobre uma matriz polimérica (Poliamida PA-66).

O O6xido de zinco constitui um importante material industrial e atualmente tem despertado interesse por
apresentar uma combinacéo de propriedades fisicas, como a condutividade elétrica e térmica, absor¢éo Optica
no ultravioleta e estabilidade em temperaturas elevadas, quimicas, por meio da estabilidade em pH neutro, e
bioldgica com acdo antibacteriana.

A sintese de nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO-NPs) tem sido investigada quanto ao seu potencial uso
como agente antibacteriano devido a sua elevada propriedade catalitica e atividade fotoquimica. O 6xido de
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zinco (ZnO) apresenta refletancia total difusa na faixa de comprimento de onda entre 300 e 800 nm com pico
localizado na faixa de comprimento de onda de 315-400 nm (SIRELKHATIM, 2015).

Os atributos do 6xido de zinco sdo bastante relevantes, com destaque para as propriedades antiflingicas e pela
capacidade de destruicdo seletiva de células tumorais (MISHRA, 2011). O mecanismo proposto para a
atividade antibacteriana do 6xido de zinco sugere trés possiveis caminhos: a) interacdo quimica entre 0 ZnO e
componentes da membrana celular da bactéria; b) interacdo fisica entre as nanoparticulas de ZnO e a
membrana celular da bactéria; ¢) combinacao sinergética da interacdo quimica e fisica (MISHRA, 2011).

Bell (2014) reporta que o 6xido de zinco na forma de nanoparticulas apresenta controle efetivo de uma grande
quantidade de microrganismos, pois apresentam a capacidade de alterar os componentes da membrana celular
da bactéria, distorcendo-a e resultando na perda do componente intracelular, pois o0 6xido de zinco promove a
ruptura da membrana celular, causando a morte do microrganismo. A Figura 1 apresenta 0 mecanismo de
influéncia fisico-quimico e os fatores estruturais que evidenciam o impacto potencial sobre a toxicidade
resultante do mecanismo proposto (SIRELKHATIM, 2015).
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Figura 1: Mecanismos da atividade antibacteriana das ZnO — NPs: formacdo de ROS, liberacao de
fon Zn?*, difusdo das ZnO-NPs no interior das bactérias e interacgdo eletrostatica.
Fonte: Sirelkhatim, 2015.

Saliani (2015) reporta que em comparagdo com 0s compostos organicos, as nanoparticulas de ZnO-NPs sdo
extremamente vantajosas, pois apresentam atividade inibitoria destacada, acentuada resisténcia ao calor e
biocompatibilidade.

MATERIAIS E METODOS

No presente estudo foi realizada a sintese das nanoparticulas de éxido de zinco (ZnO-NPs), a incorporacao das
ZnO-NPs no substrato polimérico (poliamida PA-66) e foi avaliado a atividade antibacteriana empregando
como espécie indicadora a bactéria Escherichia coli.

PRODUGCAO DAS NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINCO (ZnO-NPs)

Nesta etapa, as nanoparticulas de zinco foram preparadas dissolvendo-se acetato de zinco di-hidratado em
monoetileno glicol, sob controle de temperatura (200°C) e agitagdo constante conforme metodologia
preconizada por Lee et al (2008). O sistema foi mantido nestas condi¢des por 180 minutos e, ao término da
reacdo, o produto foi diluido em acetona, e realizada separagdo por centrifugacdo. Na etapa seguinte,
procedeu-se a secagem em estufa a 70°C por 24 horas. Na etapa final, o p6 resultante (Figura 2) de coloracédo
branca, foi utilizado como aditivo antibacteriano e incorporado nas matrizes de poliamida 66 para producéo
dos pellets.
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Figura 2: ZnO-NPs obtido ap6s a etapa de moagem.

PRODUGCAO DOS PELLETS DE POLIAMIDA 66 COM ZnO-NPs

O sistema de incorporacdo do p6é com ZnO-NPs na poliamida 66 como substrato foi realizada em uma
extrusora da marca Cristal Master Modelo GR 001 (Figura 3) a uma temperatura de 250°C e velocidade de
dosagem de 12,60 min, com a adigdo de 3% em massa de 6xido de zinco em relagdo a massa de poliamida 66
utilizada. Na etapa final os filamentos de Poliamida incorporados com ZnO-NPs foram inseridos em um
granulador da marca SAGEC Modelo S650/2 e pellets funcionalizados com aproximadamente 1 cm? de area e
2,5 g cada e concentracGes de 3% foram obtidos.

¥
Figura 3: Producéo por extrusdo da poliamida 66 suportadas com ZnNPs.

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DAS ZnO-NPs

Os testes de avaliagdo antibacteriana das ZnO-NPs foram realizadas conforme metodologia preconizada no
Standard Methods (ASTM E2149) por meio do modelo de contagem do Nimero Mais provavel (NMP),
utilizando a bactéria E.coli como bioindicador de contaminacdo fecal. A espécie E. coli corresponde a um
grupo de bactérias Gram-negativas, anaerébias facultativas, com temperatura 6tima de crescimento de 35 a
37°C sendo parte da flora intestinal dos seres humanos e relacionada com problemas de salde gerados pelo
consumo de agua contaminada. Neste contexto, pretendeu-se analisar os efeitos das Zn-NPs na taxa de
mortalidade destes microorganismos.

A andlise de controle foi realizada empregando frascos estéreis graduados com capacidade para 100 mL, e
flaconetes com meio de cultura, com cartelas estéreis com 97 cavidades e seladora Quanti-Tray, marca
IDEXX. Para esta analise, procedeu-se o ensaio de quantificacdo da eficiéncia dos pellets funcionalizados por
meio da inser¢do de 0,5 g de pellets em 100 ml de &gua deionizada e esterilizada. Para a preparacdo do
inéculo, utilizou-se o microrganismo Escherichia Coli, solubilizando 0,8 g de agar bacteriol6gico em 100 mL
de agua destilada.
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A solucéo foi autoclavada durante o intervalo de tempo de 15 min a 121°C e pressdo de 10 kg/cm?. Nessa
solucdo, apds seu resfriamento, foi adicionada em cabine de seguranca bioldgica, certa quantidade
desconhecida de bactérias E.coli e incubada por 18h a temperatura de 37°C e agitagdo de 130 rpm.

Ap6s o tempo de incubacdo, a solucdo apresentou coloracdo dourada e aspecto turvo, que visualmente
comprovou o crescimento bacteriol6gico. Na etapa final foi adicionado 1 ml de solucdo aquosa diluida de
E.coli e submeteu-se, em seguida a mistura as condicdes apresentadas na Tabela 1, para as temperaturas de 25
e 35°C respectivamente.

Tabela 1: Condicdes dos testes microbiol6gicos.
Condicédo Tempo de residéncia (h)
Agitacdo 1
Agitacdo
Agitacdo
Repouso
Repouso
Repouso

WIN|FRPWIN

As temperaturas citadas representam a temperatura média ambiente (25°C) que favorece o desenvolvimento
das bactérias psicrofilas facultativas e a temperatura 6tima (37°C) mais favoravel ao crescimento das bactérias
mesofilas.

RESULTADOS

Para os testes de avaliagdo da atividade antibacteriana do ZnO-NPs, procedeu-se a diluicdo de 1.10°% e
concentracdo de 100 ppm de nanoparticulado para avaliar o crescimento das col6nias de bactérias nas placas
de Petri conforme apresentado nas Figuras 4(a)-amostra branco, 4(b) ZnO-NPs a 35°C e 4(c) ZnO-NPs a 25°C.
Na presencga das ZnO-NPs para as temperaturas de 25°C e 35°C ocorreu crescimento pouco significativo das
colonias de bactérias para a temperatura de 35°C e mais acentuada para a temperatura de 25°C conforme
apresentado nas figuras 2b e 2c respectivamente. Estes resultados evidenciam que o dxido de zinco sintetizado,
inibiu parcialmente o crescimento das bactérias E.coli, conforme reportado na literatura (L1U et al.,2009).

@ 0  ©

Figura 4: Avaliacdo da atividade antibacteriana do ZnO

As anélises foram realizadas utilizando como variaveis as condi¢des de agitacdo (Tabela 2) e repouso (Tabela
3), empregando como variaveis o tempo de residéncia (1, 2 e 3h) e a temperatura (25 e 35°C), com o objetivo
de encontrar a maior reducdo de E.coli. Com os dados obtidos em laboratério, procedeu-se a média aritmética
entre as amostras de branco (duplicata) sendo as mesmas comparadas as amostras contendo Zinco, conforme
apresentado nas tabelas a seguir.
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Tabela 2: Eficiéncia obtida na condicdo de agitacio

Condicédo Temperatura | Tempo | Resultado 1l | Resultado 2 NMP % reducao
Agitacio 25°C 1h 20,7 254 2,39 60,33
Agitagdo 25°C 2h 8,4 10,9 3,22 83,4
Agitacio 25°C 3h 9,8 75 6,96 85,12
Agitagdo 35°C 1h 22,3 20,4 39,81 26,55
Agitacio 35°C 2h 14,5 16 47,96 47,53
Agitagdo 35°C 3h 13,1 14,2 54,44 53,09
Tabela 3: Eficiéncia obtida na condicao de repouso
Condicéo Temperatura | Tempo | Resultadol | Resultado 2 NMP % reducdo
Sem agitacéo 25°C 1h 3 4,1 20,53 66,83
Sem agitacdo 25°C 2h 7,1 0 30,27 66,88
Sem agitacéo 25°C 3h 3 0 5,30 85
Sem agitacdo 35°C 1h 5,2 51 27,17 51,87
Sem agitacéo 35°C 2h 4,1 2 15,52 71,05
Sem agitacdo 35°C 3h 3,1 1 8,17 85,99

Pode-se observar que os resultados mais significativos foram obtidos para a temperatura de 35°C e tempo de
residéncia de 3h, cuja reducdo da atividade antimicrobiana foi de 85,99%. Estes resultados demonstram que
mesmo em baixas concentracfes, 0 agente antibacteriano nanoestruturado e sintetizado neste trabalho
apresentou relevante agdo bactericida. O 6xido de zinco sintetizado e empregado nestes ensaios, por se
encontrar na escala nanométrica de tamanho, possui uma elevada relagéo area superficial-volume, sendo assim
capaz de promover uma maior taxa de mortalidade de bactérias. Li et al. (2011), sugere que as ZnO-NPs sdo
capazes de promover ruptura de um grande nimero de membranas celulares bacterianas, resultando na quebra
do conteldo intracelular por meio da liberagdo de ions Zn?* que interrompe varios processos celulares em
bactérias gram-negativas. As alteracOes estdo associadas ao aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e ao aumento da permeabilidade da membrana causando letalidade as células bacterianas.

CONCLUSOES

Os estudos presumem que na condicdo de temperatura (35°C), sem agitacdo e tempo de residéncia (3h), resulta
em reducdo significativa de E. coli, se comparada a temperatura ambiente (25°C). Desta forma percebe-se que
a interacdo quimica entre ZnO-NPs e a membrana celular da bactéria, permite uma interacdo fisica entre as
Nanoparticulas de ZnO e a membrana celular da bactéria, sendo possivel afirmar que o tempo de contato
influencia na reducdo da atividade microbiana. Comprovou-se também, que a temperatura deve ser
considerada quando o intuito é promover a selecdo de espécies. Por fim, ressalta-se que seja necessaria
sequéncia aos estudos, com a finalidade de atingir os padrdes impostos pela Portaria vigente (MS 2.914/2011),
garantindo a potabilidade necessaria para o abastecimento humano no quesito avaliado.
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