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RESUMO

A importancia da 4gua na manutencdo da vida deve ser considerada indispensavel para o desenvolvimento
econdmico, manutencdo dos ciclos bioldgicos, geoldgicos e quimicos, além de manter em equilibrio os
ecossistemas. O aumento de doengas hidricas relacionadas a agua representa segundo a Organizagcdo Mundial
de Saude (OMS), quase 25% de todos os leitos hospitalares do mundo. Neste contexto pesquisas tem sido
intensamente desenvolvidas para enfrentar os problemas associados a qualidade das &guas. A utilizacdo da
nanotecnologia no tratamento de agua e efluentes tem sido amplamente explorada para aplicacdo como agente
antibacteriano, constituindo uma proposta vantajosa devida a sua excelente eficiéncia bactericida e fungicida.
O presente estudo visa investigar e comparar a utilizacdo de nanoparticulas de zinco (ZnONPs)
funcionalizadas com nanoparticulas de zinco encapsuladas em zedlita (ZnNPZe) como forma de avaliacdo da
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 varidveis tempo de residéncia (1, 2 e 3 h), temperatura (25 e 35°C) e condicdo de
agitacdo. Os resultados demonstram que a cinética de desinfeccdo apresenta resultados mais significativos para
0 tempo de residéncia de 3h, cuja reducédo da atividade antimicrobiana foi de 85,12% para as nanoparticulas de
ZnONP e 94,12% para as nanoparticulas funcionalizadas de ZnONPZe. Os dados obtidos sugerem que o
agente antibacteriano nanoestruturado e sintetizado neste trabalho apresentou relevante acdo bactericida.

PALAVRAS-CHAVE: Nanoparticulas, Zinco, Desinfeccdo da agua, Zedlita, Cinética.

INTRODUCAO

Recentemente a preparacdo de nanoparticulas tem recebido uma grande atencdo por parte da comunidade
académica devido as propriedades cataliticas, Opticas, eletronicas, magnéticas e bactericidas (Sifontes, 2010).

As propriedades diferenciadas que muitos materiais apresentam quando em escala manométrica, comparadas
aos de dimensdes micrométricas, ttm como um dos motivos principais a alta relagdo entre superficie e volume,
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determinando que ocorra um aumento no nimero de atomos que estdo na regido interna das particulas (Zarbin,
2007).

Talebian, 2013, reporta o efeito antibacteriano das nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO) frente a um amplo
espectro de microrganismos. Desta forma os autores empregaram cinco tipos de cepas bacterianas
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes, Escheria coli, Enterococcus faecalis, e Bacillus
subtilis, e seis materiais nanoestruturados provenientes de diferentes 6xidos metalicos: MgO, TiO,, Al;Os,
CuO, Ce0; e ZnO. De acordo com os resultados obtidos pelos autores, as nanoparticulas de MgO, TiO,, CuO
e CeO, causaram apenas uma sutil inibicdo do crescimento das bactérias. Por outro lado, as nanoparticulas de
ZnO levaram a uma significativa inibicdo do crescimento bacteriano. No que tange os resultados alcangados
neste estudo, os autores concluiram que as nanoparticulas de ZnO possuem grande potencial para uso como

agente bacteriostatico, podendo ter aplicacGes inclusive no controle de infeccoes.

Portanto, uma das superficies na qual as nanoparticulas de zinco podem ser aderidas € a ze6lita, que sdo
aluminossilicatos hidratados constituidos por estruturas cristalinas em trés dimensdes de tetraedros de SiO4 e
de AlQ., interligados pelos quatro vértices por oxigénio. Nesta configuracdo, as cargas negativas dos
tetraedros de AlO, sdo compensadas por cétions intersticiais (Na*, K*, Ca?* e Ba?") resultando em uma
estrutura com grandes cavidades(canais), a qual a 4gua e outras moléculas sofrem dessorcdo com potencial
movimentacao, permitindo assim a troca ionica e hidratagao reversivel (DANA 1981). Portanto, apés a etapa
de aquecimento, as moléculas de 4gua nos canais desprendem-se facilmente e de maneira continua, deixando a
estrutura intacta. Apds a desidratagdo completa da ze6lita, os canais podem ser preenchidos novamente com
agua ou outras substancias.

O presente trabalho apresenta o desenvolvimento de metodologia para obtengdo de nanoparticulas de 6xido de
zinco encapsuladas em zeolita 4 A, com a finalidade de serem testadas no tratamento de agua para consumo
por meio de avaliagdo da cinética de desinfeccdo microbiologica.

Os estudos presumem que a utilizagdo das nanoparticulas de zinco encapsuladas na zedlita 4 A vislumbra em
novas possibilidades de manipulagdo, processamento e combinacdo de materiais proporcionando aplicacbes
com funcionalidades interessantes no processo de desinfec¢do de agua para consumo humano.

MATERIAIS E METODOS

No presente estudo foi realizada na primeira etapa a sintese e encapsulamento das nanoparticulas de éxido de
zinco na zeodlita 4 A. Na segunda etapa foram realizados os ensaios microbiol6gicos para comparar a atividade
antibacteriana empregando como espécie indicadora a bactéria Escherichia coli.

PRIMEIRA ETAPA: SINTESE E ENCAPSULAMENTO DAS NANOPARTICULAS DE OXIDO DE
ZINCO NA ZEOLITA 4 A

O desenvolvimento de nanoestruturas com propriedades antibacterianas para aplicacdes diversas, tem sido
amplamente estudado pela utilizacdo de diversos materiais como as nanoparticulas de prata (Nogueira et al.,
2014), 6xido de zinco (Liu et al., 2009), di6éxido de titanio (Xing et al., 2012) e diéxido de estanho (Talebian
et al., 2014). Neste sentido, o presente estudo realizou a sintese das nanoparticulas de zinco e posterior
encapsulamento na zeodlita 4A, de forma a avaliar a atividade antibacteriana. Os testes foram realizados na
Universidade da Regido de Joinville-Univille, no Laboratério de Meio Ambiente, na cidade de Joinville-SC no
periodo de abril a outubro de 2016. A primeira etapa deste estudo foi promover a sintese da zeélita por meio
da adicdo de 0,8 g de hidréxido de sédio (NaOH) dissolvidos em 80 mL de &gua deionizada. A solugéo foi
dividida em duas partes iguais (45 mL cada), cuja primeira fragdo recebeu 17,4 g de silicato de potassio € 8,0 g
de alumina, sob agitacdo até completa homogeneizagdo. Na etapa seguinte procedeu-se a mistura das duas
fracOes até completa formacao de gel. O material proveniente da mistura foi transferido para um reator de aco
e mantido em estufa por um periodo 5 horas a temperatura de 100°C. O produto obtido, foi adicionado em
acetato de zinco dihidratado (CH3COO).Zn-2H,0 (99,995%) como sal precursor, monoetilenoglicol como
agente redutor, poli(vinil pirrolidona) — PVP (Mw = 55.000 g.mol-1), como agente estabilizante, e agua
deionizada como iniciador das reacfes de hidratacdo e condensacdo responsaveis pela nucleacdo das
nanoparticulas.
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A sintese das nanoparticulas de ZnO foi realizada em um reator de borossilicato de 250 ml fixado em um
condensador de refluxo instalado para evitar a emissdo de gases. Inicialmente, adicionou-se no sistema
reacional o monoetileno glicol (100 mL), seguido pelo acetato de zinco di-hidratado (8,76 g), sendo o sistema
mantido com agitagdo continua e temperatura ambiente até a completa solubilizagdo do sal precursor. Na etapa
seguinte, procedeu-se a adi¢do de 1,0 g de PVP seguido de 1,0 mL de agua deionizada. A amostra obtida foi
submetida a caracterizagdo de microscopia eletronica de varredura (MEV).

SEGUNDA ETAPA: ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

Nesta etapa, realizada no laboratério de Microbiologia da Universidade Regional de Blumenau-FURB foi
utilizado cepa da E.coli imersa em caldo TSB com a transferéncia de 200 uL para um tubo com 3 mL de
solugdo de NaCl 0,85%. Desta forma a solugdo atingiu turbidez correspondente a 0,5 na escala de McFarland
(109 bactérias por mL do meio). A solugdo obtida foi espalhada em placas com Agar Muller Hinton e o p6
nanoestruturado diluido em 200 pL de 4gua em um vidro de rel6gio com a solugdo mantida em contato com
papel filtro para absor¢do desta solucdo. Os papéis filtros foram depositados no centro da placa j& inoculada
com a bactéria. As placas foram mantidas incubadas no periodo de 24h na faixa de temperatura de 35-37°C,
sendo posteriormente avaliadas quanto a presenca de halos de inibicéo.

Os testes de avaliagdo antibacteriana das ZnONP e ZnONPZe foram realizadas conforme metodologia
preconizada no Standard Methods (ASTM E2149) por meio do modelo de contagem do Numero 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, anaerdbias facultativas, com temperatura dtima de
crescimento de 35 a 37°C. Neste sentido, pretendeu-se analisar os efeitos das ZnNP e ZnNPZe 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. A andlise de quantificacdo foi realizada meio da inser¢do de 3,0 g do p6 nanoestruturado em 100 ml
de 4gua deionizada e esterilizada. A preparagdo do in6culo foi realizada solubilizando 0,8 g de &gar
bacterioldgico em 100 mL de dgua destilada.

A solucdo foi autoclavada durante o intervalo de tempo de 15 min a 121°C e pressdo de 10 kg/cm?. A solugéo
obtida foi mantida em cabine de seguranga bioldgica, com certa quantidade desconhecida de bactérias E.coli e
incubada por 18h a temperatura de 37°C e agitacdo de 130 rpm.

Durante o periodo de incubacéo, a solugéo apresentou aspecto visual turvo, sendo comprovado o crescimento
bacterioldgico. Na etapa final foi adicionado 1 ml de solugdo aquosa diluida de E.coli para o tempo de 3 horas
sob agitacdo e temperatura controlada de 35°C.

RESULTADOS OBTIDOS

As nanoparticulas de 6xido de zinco encapsuladas na zeotlita foram caracterizadas pela técnica de microscopia
eletrénica de varredura (Shimadzu, modelo SSX-550) para avaliagdo morfologica quanto a sua forma
geomeétrica e tamanho médio conforme apresentado na Figura 1.

30000 WD 30mm  100nm

Figura 1: Microscopia eletronica de varredura: ZnONP(a)-ZnONPZe(b)
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As caracteristicas morfologicas das nanoparticulas visualizadas nas imagens de microscopia apresentadas na
Figura 1(a) indicam que as nanoparticulas de 6xido de zinco apesar de se apresentarem aglomeradas na forma
de um fino pé seco, apresentam tamanho médio de graos inferior a 50 nm (Tuzecumen, 2013). A Figura 1(b)
apresenta cristais tipicos da zeolita, de faces cristalinas caracteristicas tamanho variando na faixa de 1 pm.
Neste sentido, nao foi detectada por meio desta técnica a presenca de material amorfo, sendo o processo de
sintese da zedlita a razdo estequiométrica de SiO,/Al,O3 diretamente proporcional a velocidade de crescimento
do cristal (Shao, 2002).

A atividade antibacteriana foi avaliada empregando como método qualitativo o teste de disco-difusdo em agar.
Os testes foram realizados empregando como padrdo uma concentracdo de 100 ppm de nanoparticulas de
oxido de zinco para analise do crescimento das colonias de bactérias nas placas de Petri conforme apresentado
nas Figuras 2(a)- ZnONP, 2(b)- ZnONPZe a temperatura de 35°C.

Figura 2: Teste disco-difusdo em agar: ZnONP(a)-ZnONPZe(b)

Os resultados evidenciam a formagdo do halo de inibi¢do para o éxido de zinco sintetizado bem como aquele
encapsulado com a zeblita.

Na etapa seguinte, foram designadas as analises em triplicata utilizando as seguintes variaveis: agitacdo, tempo
de residéncia (1h-2h-3h) e temperatura (35°C), com o objetivo de avaliar a maior taxa de desinfec¢do de
E.coli. Os dados obtidos permitiram comparar a funcionalidade das nanoparticulas de éxido de zinco em pé
(ZnONP) e nanoparticulas de 6xido de zinco encapsulado em ze6lita (ZnONPZe). Os dados comparativos da
eficiéncia de desinfeccdo estdo apresentados na Figura 3.

% Reducéo

% ZnONP
% ZnONPZe

tempo (h)

Figura 3: Redugdo de E. Coli para a cinética de desinfec¢cdo com ZnONP e ZnONPZe.

4 ABES - Associacgao Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental
AESABESP - Associacdo dos Engenheiros da Sabesp



/ ‘)
\ \ L
)

CONGRESSO ABES
FENASAN 2017

Os dados da cinética de desinfecgdo indicam que os resultados mais significativos foram obtidos com o tempo
de residéncia de 3h, cuja reducéo da atividade antimicrobiana foi de 85,12% para as nanoparticulas de ZnONP
e 94,12% para as nanoparticulas de ZnONPZe. Os dados obtidos sugerem que o agente antibacteriano
nanoestruturado e sintetizado neste trabalho apresentou relevante agdo bactericida. O dxido de zinco
sintetizado e empregado nestes ensaios, por se encontrar na escala nanométrica de tamanho, possui uma
elevada relacéo area superficial-volume, sendo assim capaz de promover uma maior taxa de mortalidade de
bactérias. Li et al. (2011), sugere que as ZnONPs sédo capazes de promover ruptura de um grande nimero de
membranas celulares bacterianas, resultando na quebra do conteldo intracelular por meio da liberagdo de
fons Zn?* que interrompe varios processos celulares em bactérias gram-negativas. A maior eficiéncia da
cinética de desinfecgdo por meio do encapsulamento das nanoparticulas na zedlita 4A pode ser justificada pela
estrutura tridimensional (tectossilicatos) formados por canais e cavidades, permitindo deste modo a adsorcéo
quimica e a troca iénica dos fons Zn?* no sitio ativo da zedlita (Shamelli, 2011). Neste contexto, sugere-se
associar 0 aumento da area ativa das nanoparticulas (ZnONPZe) nestas cavidades e significativo aumento na
produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) diretamente relacionada aos mecanismos de letalidade das
células bacterianas.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que as nanoparticulas de ZnONPs sdo capazes de promover
ruptura de um grande ndmero de membranas celulares bacterianas, resultando na quebra do contelido
intracelular por meio da liberagdo de fons Zn®* que interrompe varios processos celulares em bactérias gram-
negativas. Desta forma percebe-se que a interacdo quimica entre ZnONPs e a membrana celular da bactéria,
permite uma interacdo fisica entre as nanoparticulas de 6xido de zinco 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 & 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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