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RESUMO

O presente estudo abordou os problemas relacionados com a
gualidade da agua e as novas tecnologias para sua desinfecgao.
No primeiro capitulo foi realizada uma revisdo bibliografica sobre
a agua e sua nova legislacéo, nanotecnologia, nanoparticulas de
prata, métodos de caracterizacdo de nanoparticulas, além de
técnicas microbiologicas para avaliacdo destas. O segundo
capitulo teve como objetivo principal a impregnacdo de
nanoparticulas de prata em suporte inorganico (silica) e EVA
(etileno vinil acetato) e a avaliagdo da atividade antimicrobiana. A
preparagdo das nanoparticulas de prata foi feita por meio da
adicdo lenta de um agente redutor, nesse caso o NaBH,; a
solucdo de um sal de prata com um estabilizante. A
caracterizacdo das nanoparticulas foi realizada por Microscopia
Eletrdnica de Transmissdo (MET), Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV), Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e
Espectrofotometria de UV-Visivel. Os testes mostraram a eficacia
da impregnagdo de nanoparticulas em silica e EVA. O ultimo
capitulo teve como objetivo a avaliacdo da atividade
antimicrobiana dos pellets com nanoparticulas de prata frente a
trés tipos de agua: agua ultrapura, dgua subterrdnea (de pocgo
artesiano) e agua de processo de uma indUstria de alimentos. Os
micro-organismos testados foram Staphylococcus aureus ATCC
3825, Klebsiella pneumoniae ATCC 4352, Enterococcus faecalis
ATCC 4200 e Escherichia coli ATCC 8739. Os ensaios
microbioldgicos foram baseados no Standard Test Method for
Determining the  Antimicrobial  Activity of Immobilized
Antimicrobial Agents Under Dynamic Contact Conditions (ASTM
E-2149). Foram utilizados 10g e 20g de pellets de EVA com
nanoparticulas de prata nos tempos de 1 minuto (tempo zero), 1
hora, 12 horas e 24 horas. Para avaliar a necessidade de contato
entre o micro-organismo e a prata foi construido um modelo de
filtro para desinfeccdo de agua. Dessa forma foi adaptada a
metodologia da ASTM E-2149 para a utilizac@o nesse filtro, neste
caso sem o contato dindmico entre a nanoparticulas e o micro-
organismo. Foram realizados os testes de lixiviagdo de prata
também nas amostras de 4gua. Os resultados microbiolégicos
foram avaliados por analise estatistica, utilizando o teste de
Tukey e regressdo linear. Em geral observou-se que as



nanoparticulas de prata foram efetivas na reducdo dos micro-
organismos, no entanto ocorreu lixiviagdo de prata na agua
acima do estabelecido pela legislacdo. Frente a isso, as
nanoparticulas de prata mostraram desempenhar um importante
papel nas aplicagbes relacionadas a desinfec¢des, por sua,
eficicia, durabilidade e liberacdo controlada de ions prata com
especial atencao focada na solucdo do problema de purificacédo
de agua.

Palavras-chave: Agua. Atividade antimicrobiana. Nanoparticulas
de prata.



ABSTRACT

The present study addressed the problems related to water
quality and new technologies for disinfection. The first chapter is
a review about water and its new legislation, nanotechnology,
silver nanoparticles, nanoparticle characterization methods and
microbiological techniques for these evaluations. The second
chapter describes the impregnation of silver nanoparticles in
inorganic support (silica) and EVA (ethylene vinyl acetate) and
antimicrobial activity. The preparation of silver nanoparticles was
performed by slow addition of a reducing agent, in this case the
NaBH,, the solution of a silver salt with a stabilizer. The
characterization of nanoparticles was performed by Transmission
Electron Microscopy (TEM), Scanning Electron Microscopy
(SEM), Dynamic Light Scattering (DLS) and UV-Visible
spectrophotometry. Tests have shown effectiveness of silica
impregnationnanoparticles and EVA. The silver leaching test,
however, showed the necessity of improving the matrix stability,
since leaching of silver was above the prescribed by law. The last
chapter describes the evaluation of silver nanoparticles pellets
antimicrobial activity against three types of water: ultrapure water,
groundwater (artesian) and food industry processed water. The
micro-organisms tested were Staphylococcus aureus ATCC
3825, Klebsiella pneumoniae ATCC 4352, Enterococcus faecalis
ATCC 4200 and Escherichia coli ATCC 8739. The microbiological
assays were based on Standard Test Method for Determining the
Antimicrobial Activity of Immobilized Antimicrobial Agents Under
Dynamic Contact Conditions (ASTM E-2149).The amount of 10g
and 20g of EVA pellets were used in silver nanoparticles in times
of 1 minute (time zero), 1 hour, 12 hours and 24 hours. To assess
the need for contact between the microorganism and silver a filter
model for water disinfection was built. Thus methodology was
adapted from ASTM E-2149 for this filter, in this case no dynamic
contact between the nanoparticles and the micro-organism. Were
also performed on samples of water leach tests silver.
Microbiological results were evaluated through statistical analysis
using Tukey test and linear regression. In brief it was observed
that silver nanoparticles were effective in reducing micro-
organisms, but silver leaching into the water was above the
established by law. With this, the silver nanoparticles showed



play an important role in applications related to disinfection, in,
efficiency, durability and controlled release of silver ions with
special attention focused on solving the problem of water
purification.

Keywords: Antimicrobial activity. Silver nanoparticles. Water.
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INTRODUCAO

A agua é o recurso natural mais abundante na Terra, com
um volume estimado de 1,36 bilhdes de quildmetros cubicos,
recobrindo dois tercos da superficie do planeta sob a forma de
oceanos, calotas polares, rios e lagos. E essencial & vida, o que
significa que todos os organismos vivos, incluindo o homem,
dependem dela para sobrevivéncia. E fundamental, entretanto,
gue os recursos hidricos apresentem condicdes fisicas, quimicas
e microbiolégicas adequadas para utilizacdo (ZANCUL, 2006;
HURLEY, SADIQ, MAZUMDER, 2012).

Antes de chegar a maioria das residéncias, a agua deve
receber um tratamento de desinfeccdo para assegurar a sua
qualidade e seguranca. No entanto, estudos recentes indicam
que existe no mundo em torno de 1 bilhdo de pessoas sem
acesso a agua potavel. Segundo a Organizacdo das Nacgbes
Unidas (ONU, 2010), a cada oito segundos morre uma crianga no
planeta vitima de doencas relacionadas ao consumo de agua
contaminada, extimando-se que mais pessoas morrem devido ao
consumo de agua contaminada do que por violéncia no mundo.
Cerca de 17 milhdes de brasileiros ainda ndo tém acesso a agua
potavel e segundo a UNICEF (2010), na América Latina e no
Caribe cerca de 20 mil criangas morrem antes de completarem
cinco anos de idade devido a diarreias agudas, 0 que poderia ser
evitado mediante o acesso a condi¢cdes de higiene adequadas,
infraestrutura de saneamento e agua potavel.

O mesmo cenario desolador se verifica no Brasil que ainda
vive um momento em que muitos brasileiros ndo tém acesso a
agua proveniente de uma estagéo de tratamento. Em funcdo de
sua posicdo socioecondmica, muitos utilizam agua de pogos
artesanais, rios e outras fontes alternativas, agravando ainda
mais o quadro da saude publica no Brasil. O quadro é
particularmente grave nas &reas rurais, onde o percentual de
domicilios particulares permanentes ndo abastecidos com agua
da rede geral era de 82,2%, enquanto que nas areas urbanas era
de 10,9%. O Nordeste urbano (14,7%) era a regido com o
segundo pior percentual, atras apenas do Norte (37%). Ja no
meio rural apenas 18,3% da populacao tinha acesso a rede geral
de abastecimento, situagdo pior no Ceara (8%) e na Paraiba
(10,3%) (REYMAO; SABER, 2007).
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Visando a oferecer solu¢des seguras e de grande alcance
no meio da populagdo carente, um numero significativo de
iniciativas tem lancado méo da nanotecnologia como ferramenta
efetiva e de baixo custo para enderecar esse grande desafio do
século XXI.

Métodos de tratamento de agua de consumo com base em
processos cataliticos potencializados com o0 uso da
nanotecnologia podem ser alternativas de baixo custo e de alta
eficiéncia para os métodos tradicionais, em particular em regides
carentes e de acesso limitado a outras técnicas, como nas
regides do semi-arido brasileiro (ORTIZ-IBARRA, 2007).

Estudos foram conduzidos com prata impregnada em filtros
de carbono e foi verificada a sua capacidade de reduzir a
atividade bacteriana (LE PAPE, 2002; LE PAPE, 2004; ORTIZ-
IBARRA, 2007).

Filtros de cerdmica impregnados com nanoprata foram
usados em laboratério para testar o tratamento de agua de uso
domiciliar. Os filtros removeram 97.8% a 100% da quantidade
inicial de E. coli. Estes resultados mostraram que o uso de filtros
de ceramica impregnados com nanoprata sao efetivos e
sustentaveis quando aplicados na tecnologia de tratamento de
agua (OYANEDEL-CRAVERAND, 2008).

Em consonancia com as solu¢des ilustradas, pretende-se
utilizar nanoparticulas de prata como agente antimicrobiano na
desinfeccao da agua.
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1.1 AGUA

A importancia da agua denota da Grécia antiga, em que a
consideravam como sendo um dos elementos fundamentais da
matéria. Aristételes achava que a agua fosse um dos quatro
elementos fundamentais. Por muito tempo pensou-se que a agua
era um elemento; somente no século XVIIl € que experimentos
evidenciaram que a agua era um composto molecular, formado
por hidrogénio e oxigénio, cuja formula é H,O (CHANG, 2006).

Desde a antiguidade ha registros sobre a forte relacdo
entre problemas de salde e a vida em comunidade, destacando-
se as questdes ligadas a obtencdo de agua e alimento, bem
como a melhoria do ambiente fisico (DIMITROV, 2000).

Segundo Amson et. al, 2006, as doencas transmitidas por
alimentos (DTAs) sdo causadas por agentes biologicos, quimicos
ou fisicos, o0s quais penetram no organismo humano pela
ingestdo de agua ou alimentos contaminados. Varios sdo 0s
agentes causadores de doencas, dentre eles Escherichia coli
(E.coli).

Como resultado dos baixos indices de tratamento, 65%
das internacdes hospitalares no pais sdo devidos as doencas
transmitidas pela agua. Segundo a Organizacdo Mundial da
Salde (OMS, 2010), mais de cinco milhdes de pessoas morrem
por ano no mundo (nUmero equivalente a toda a populacdo de
um pais como a Finlandia) devido as doencas transmitidas pela
agua.

Freitas et al. (2001) estudaram a importancia da analise de
agua para a saude publica alertando que em paises em
desenvolvimento, principalmente, a agua ainda é um dos
principais responsaveis por doencas de veiculacdo hidrica. Este
estudo mostrou que a qualidade da agua de poco e de rede,
consumidas em duas micro-regides dos municipios de Duque de
Caxias e Sao Gongalo, estava fora dos padrdes de potabilidade,
podendo representar possiveis riscos a salde das populactes
dessas regides.

Vérios estudos tém demonstrado, por meio de analises
bacteriolégicas de amostras de agua, que, principalmente em
zonas rurais e periféricas, é alto o indice de amostras de agua
consideradas inadequadas ao consumo humano, evidenciando
os efeitos indesejaveis da falta de saneamento, ou seja, da falta
de cobertura da rede de abastecimento de agua e esgoto,
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somando-se a esse fato a pobreza, a baixa qualidade de vida e o
nivel educacional da populagéo (D’AGUILA et al., 2000).

Além de trabalhos que demonstram a preocupacdo com a
qualidade da &gua consumida, encontram-se também na
lituratura cientifica, relatos de pesquisas que associam o0
inadequado armazenamento de agua e 0S possiveis riscos a
saude, principalmente em decorréncia da caréncia de
saneamento ambiental em areas ocupadas desordenadamente,
como as favelas (OLIVEIRA; VALLA, 2001).

Observada a importancia do controle de qualidade
microbiol6gico da agua para evitar o aparecimento de doencas,
verificam-se 0s usos mais comuns e frequentes dos recursos
hidricos para realizar esse controle: agua de consumo, para uso
domeéstico, irrigacdo, uso industrial, principalmente na inddstria
de alimentos e hidroeletricidade (TUNDISI, 2003).

Como observado, sempre houve grande dependéncia dos
recursos hidricos para o desenvolvimento econémico. A agua
funciona como fator de desenvolvimento, pois ela é utilizada para
inimeros usos diretamente relacionados com a economia
regional, nacional e internacional (TUNDISI, 2003).

1.1.1 Métodos convencionais e alternativos no tratamento da
agua

A legislacdo classifica a agua de acordo com a sua
finalidade. De acordo com a Portaria MS no. 2.914/2011, a agua
potavel é definida como: 4gua para consumo humano cujos
parametros microbiolégicos, fisicos, quimicos e radioativos
atendam ao padrdo de potabilidade e que ndo ofereca riscos a
salde (BRASIL, 2011).

Apesar de diferengas nas técnicas utilizadas, tanto as
legislagcBes internacionais como nacionais preconizam a
gualidade da agua para o consumo humano, conforme a Diretiva
98/83 da Unido Europeia que prevé o dever do Estado em
garantir que a 4gua destinada ao consumo humano seja salubre
e limpa. Para tanto, entende-se que a agua ndo contenha micro-
organismos, parasitas nem quaisquer substéncias em
guantidades ou concentragbes que constituam um perigo
potencial para a saude humana.
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Nas estacbes de tratamento, e na producdo de filtros
domeésticos de purificacdo de agua, os métodos convencionais
nem sempre conseguem eliminar todos 0s micro-organismos
necessarios e satisfazer a legislacdo. (BRASIL, 2011).

Nas estacdes de tratamento o método mais utilizado na
desinfec¢do da agua envolve a oxidacdo dos organismos nela
presentes pela adicdo de compostos de cloro. Esse tratamento,
no entanto, depende de uma disponibilidade do agente quimico
que é consumido no processo e, além disso, leva a formacgéo de
compostos indesejados e nocivos ao homem e ao ambiente
(DROSTE, 1997).

Ja os filtros domésticos de purificacdo de agua tém
utilizado vérias técnicas acopladas para atingir o seu objetivo,
como a utilizagdo de membranas de diversos tipos, carvao
ativado e lampadas ultravioleta (UV) (JUNIOR, 2004).

Na industria de alimentos utilizam-se recursos adicionais,
como membranas porosas, para desinfeccdo da agua
proveniente das estacdes de tratamento. A utilizacdo de agua de
abastecimento de boa qualidade é condicdo essencial para um
controle higiénico-sanitario. Assim, se a fonte de abastecimento
da industria se apresenta contaminada por matéria fecal, o risco
da introducdo de micro-organismos patogénicos € muito alto.
Além disso, a agua apresenta uma microbiota natural, composta
de micro-organismos nao-patogénicos, mas que se constituem
em importantes agentes de deterioracdo, em virtude de suas
atividades proteoliticas e lipoliticas (JUNIOR, 2004).

Visando oferecer solugbes seguras e de grande alcance a
todos, um ndimero significativo de iniciativas tem lancado mao da
nanotecnologia como ferramenta efetiva e de baixo custo para
esse grande desafio do século XXI.

Nanoparticulas de prata estdo sendo utilizadas em
diversos estudos para a desinfeccdo de agua. Na india, pais que
enfrenta problemas de abastecimento de 4gua semelhante ao do
Brasil, foi divulgada a utilizacdo de principios de nanotecnologia
para purificacdo de agua direcionada a populagdo carente. Trata-
se de um filtro, chamado de swach, desenvolvido pelo Grupo
Tata (2010), que usa cinzas de casca de arroz impregnadas com
nanoparticulas de prata.

Em varios outros paises do terceiro mundo, a organizacao
ndo governamental Potters for Peace (2010) tem auxiliado,
desde 1998, a producéo de purificadores de agua ceramicos a
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base de prata coloidal. Experiéncia de campo e testes clinicos
tem mostrado que estes filtros eliminam acima de 99,9% de
agentes patogénicos presentes na agua.

1.1.2 Agua de consumo

A agua destinada ao consumo humano deve atender a
certos requisitos de qualidade, os quais variam de acordo com
diferentes realidades. Naturalmente a agua contém impurezas
gue podem ser caracterizadas como de ordem fisica, quimica ou
biolégica e os teores dessas impurezas devem ser limitados até
um nivel ndo prejudicial ao ser humano, sendo estabelecidos
pelos 6rgédos de salde publica, como padrdes de potabilidade
(HELLER, 1997).

Em consonancia com a nova legislacdo outorgada em
2011 (BRASIL, 2011), Andrade (1986), ja dizia que a agua
potavel é aquela que ndo contém agentes patogénicos nem
substancias quimicas além dos limites de toleréncia, é propria
para o consumo humano; por isso 0 seu uso deve ser entendido
fundamentalmente como fator contributivo no controle de
doencas, no aumento de vida média e, sobremaneira, na
diminuicdo da mortalidade infantil.

A contaminacéo do sistema publico de abastecimento de
agua, por esgotos, geralmente é detectada pela presenca de
coliformes na agua: trata-se de um grupo de bactérias,
pertencente a familia Enterobacteriaceae, o qual representa a
maior e mais heterogénea colecdo de bacilos Gram-negativos,
sendo considerados o0s principais anaerdbios facultativos
presentes no intestino grosso. O género Escherichia consiste em
cinco espécies e a Escherichia coli € a mais comum e
clinicamente importante, por se tratar de um bactéria
termotolerante, de origem exclusivamente fecal, utilizada como
um indicador de contaminacdo da agua por fezes de animais
(D’AGUILA et at., 2000).

Certamente o melhor método de assegurar a agua
adequada para o consumo consiste em formas de protecao,
evitando-se contaminacdo por dejetos animais e humanos, 0s
quais podem conter grande variedade de bactérias, virus,
protozoarios e helmintos. Falhas na protecdo e tratamento
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efetivo, expdem a comunidade a riscos de contaminacdo por
doengas intestinais e outras infecciosas (HELLER, 1997).

Os principais agentes bioldgicos encontrados nas aguas
contaminadas séo as bactérias patogénicas, responsaveis pelos
numerosos casos de enterites, diarreias infantis e doencas
epidémicas, como a febre tifoide e a célera, com resultados
frequentemente letais; e os virus, que sdo mais comumente
encontrados nas aguas contaminadas por dejetos humanos, com
destaque para os da poliomielite e da hepatite infecciosa. Dentre
0s parasitas que podem ser ingeridos através da agua, destaca-
se a Entamoeba hystolitica, causadora da amebiase, em alguns
casos com complicacdes hepaticas (D’AGUILA et at., 2000).
Alguns insetos vetores, como o Aedes aegypti, utilizam a agua
como meio de proliferagdo, ou seja, local onde completam seu
ciclo hiolégico.

1.1.3 Agua subterranea — de poco artesiano

Agua subterranea é toda a agua que existe abaixo da
superficie da Terra, preenchendo poros, vazios intergranulares
das rochas sedimentares, e fraturas, falhas e fissuras das rochas
compactas. As aguas subterraneas cumprem uma fase do ciclo
hidrolégico, uma vez que constituem uma parcela da agua
precipitada (BORGUETTI et al., 2004).

Ana (2002) aponta as seguintes vantagens das &guas
subterraneas:

— S&o mais protegidas da poluicéo;

— Baixo custo de sua captagdo e distribuicdo. A captacéo
sendo proxima da area consumidora torna viavel o
processo de distribuicéo;

— Dispensa o0 uso de tratamento, sendo vantajoso
economicamente, e mais seguro para a saide humana;

— Pocos podem ser perfurados a medida que aumente a
necessidade, dispensando grandes investimentos de
uma Unica vez.

As aguas de superficies, proveniente de rios e riachos,
estdo sujeitas a toda espécie de impurezas, por receber, durante
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os periodos de chuva, aguas de enxurradas que carreiam
substancias poluidoras. Além disso, recebem aguas residuais de
indUstrias, despejos de vilarejos e esgotos urbanos. Como
consequéncia € necessario um tratamento adequado para o seu
aproveitamento industrial. (JUNIOR, 2004).

Este tipo de agua pode ser observada na Resolucdo n°
357/2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA),
para aguas da classe 1 — “especial’, que se destinam ao
abastecimento humano, com desinfeccdo (BRASIL, 2005).

A A&gua subterrédnea, por exemplo, além de ser um bem
econdbmico, € considerada mundialmente uma fonte
imprescindivel de abastecimento para consumo humano, para as
populacdes que ndo tém acesso a rede publica de abastecimento
ou para aqueles que, tendo acesso a uma rede de
abastecimento, tém o fornecimento com frequéncia irregular
(FREITAS, BRILHANTE, ALMEIDA, 2001)

As aguas subterrdneas sdo adquiridas por meio de pocos.
Nestes, a agua subira até atingir o nivel da linha piezométrica
(superficie que representa o nivel de pressédo do aquifero). Se a
piezométrica estiver acima do terreno, a agua jorrara. Caso
contrario, estando a piezométrica abaixo do nivel do terreno, a
agua ndo jorrara. Para alguns, o poco é artesiano apenas
quando ele jorra e, sendo nao-jorrante, ele é semi-artesiano
(FREITAS, BRILHANTE, ALMEIDA, 2001).

1.1.4 Agua de processo da industria de alimentos

A agua é um dos principais componentes de diversas
operacBes em industrias de alimentos. E usada como veiculo
para aquecimento e resfriamento, assim como para limpeza e
sanitizacdo de equipamentos. A 4gua é usada, ainda como um
ingrediente ou veiculo para incorporar ingredientes a alimentos
(LEITE et al., 2003).

O controle da qualidade da agua industrial deve ser
realizado sistematicamente, visando a atender aos padrbes e
recomendacdes exigidas pela legislacdo. Assim, auxilia na
garantia da qualidade sensorial e microbiolégica dos alimentos
produzidos, na seguranca nos processos industriais, nha maior
eficiéncia das solu¢bes de limpeza e sanitizacdo e na reducéo de
problemas operacionais devido a formacdo de depdsitos,
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incrustacdes e corrosdo em superficies e metais. Além disso,
contribui para a redugédo dos custos de producdo em fungédo da
maior vida Util de equipamentos e utensilios. (CASTRO, 2006).

Em relacdo a qualidade microbioldgica, a 4gua pode atuar
como veiculo de micro-organismos patogénicos e deteriorantes,
constituindo um risco a qualidade do alimento e a saude do
consumidor (ANDRADE e MACEDO, 1996).

A utllizacdo de agua pela indistria pode ocorrer de
diversas formas, tais como: incorporacdo ao produto; lavagens
de maquinas, tubulagdes e pisos; aguas de sistemas de
resfriamento e geradores de vapor; aguas utilizadas diretamente
nas etapas do processo industrial ou incorporadas aos produtos;
esgotos sanitarios dos funcionarios. Exceto pelos volumes de
aguas incorporados aos produtos e pelas perdas por
evaporacdo, as aguas tornam-se contaminadas por residuos do
processo industrial ou pelas perdas de energia térmica,
originando assim os efluentes liquidos (CASTRO, 2006).

Frente a todos esses fatores, observa-se a necessidade de
maior atencdo ao controle microbioldgico da 4gua da industria de
alimentos.

1.1.5 Legislagao

A legislacdo classifica a agua de acordo com a sua
finalidade. Desde 1934, no Brasil a agua é assunto amplamente
discutido na legislacdo, porém sem grandes avancos reais.

Em 2000, o Ministério da Saude, em parceria com a
Representacdo no Brasil da OMS, coordenou o processo de
revisdo e atualizacdo da legislagdo brasileira sobre potabilidade
da agua, resultando na publicacdo da Portaria MS n°® 1469/2000,
que estabelece os procedimentos e responsabilidades relativos
ao controle e vigilancia da qualidade da agua para consumo
humano e seu padréo de potabilidade (BRASIL, 2000a).

Recentemente em 2011, a Portaria MS n° 2.914/2011
revogou a Portaria MS n° 518/2004 e demonstrou maiores
avancos.

Pode-se observar, em ordem decrescente, o desenrolar da
legislagado federal acerca do tema:
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PORTARIA MINISTERIO DA SAUDE N° 2.914 de 12 de
dezembro de 2011 - Disp8e sobre os procedimentos de
controle e de vigilancia da qualidade da agua para
consumo humano e seu padrdao de potabilidade.
(BRASIL, 2011).

PORTARIA FUNASA N° 177 de 21 de marco de 2011 -
Estabelece as diretrizes, competéncias e atribuicbes do
programa nacional de apoio ao controle da qualidade da
agua para consumo humano (BRASIL, 2011).

DECRETO N° 5.440, de 4 de maio de 2005 - Estabelece
definicdes e procedimentos sobre o controle de qualidade
da &gua de sistemas de abastecimento e institui
mecanismos e instrumentos para divulgacdo de
informacdo ao consumidor sobre a qualidade da agua
para consumo humano (BRASIL, 2005).

RESOLUCAO CONAMA Ne° 357, de 17 de marco de 2005
- Estabelece a classificagdo das dguas doces, salobras e
salinas do territério nacional, em substituicdo a
Resolugdo CONAMA 020, de 1986 (BRASIL, 2005).

PORTARIA MS (MINISTERIO DA SAUDE) N° 518, de 25
de marco de 2004 - Estabelece os procedimentos e
responsabilidades relativos ao controle e vigilancia da
qualidade da agua para consumo humano e seu padrdo
de potabilidade, e da outras providéncias (BRASIL,
2004).

PORTARIA MS N° 1.469, de 29 de dezembro de 2000 —
Estabelece o0s procedimentos e responsabilidades
relativos ao controle e vigilancia da qualidade da agua
para consumo humano e seu padrao de potabilidade, e
da outras providéncias. (Revogada pela Portaria
Ministerial n° 518 de 25/03/2004) (BRASIL, 2000).

RESOLUCAO CONAMA N° 274, de 29 de novembro de
2000 - Classificacdo das aguas doces, salobras e salinas
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essencial a defesa dos niveis de qualidade, avaliados por
parametros e indicadores especificos (BRASIL, 2000).

LEI N° 9.984, de 17 de julho de 2000 — Dispde sobre a
criagdo da Agéncia Nacional de Agua — ANA (BRASIL,
2000).

RESOLUCAO CONJUNTA SECRETARIA DE SAUDE
(SS)/SECRETARIA DE MEIO AMBIENTE (SMA) N° 1, de
26 de agosto de 1997 — Dispfe o teor minimo de cloro
residual livre na rede de abastecimento de &agua
(BRASIL, 1997).

LEI N° 9.433, de 8 de janeiro de 1997 — Institui a Politica
de Recursos Hidricos, cria o Sistema de Gerenciamento
de Recursos Hidricos (BRASIL, 1997).

PORTARIA DO CENTRO DE VIGILANCIA SANITARIA
(CVS) N° 21, de 19 de dezembro de 1991 — Disciplina o
padrdo bacteriolégico das aguas de irrigacdo de
plantagbes de hortalicas e frutas rasteiras (BRASIL,
1991).

PORTARIA MS N° 36, de 19 de janeiro de 1990 —
Aprova, na forma do Anexo a esta Portaria, as hormas e
0 padréo de Potabilidade da Agua destinada ao Consumo
Humano, a serem observadas em todo o territorio
nacional. (Substituida pela PORTARIA MS N° 1.469 de
29/12/2000) (BRASIL, 1990).

RESOLUCAO CONAMA N° 20, de 18 de junho de 1986 —
Estabelece classificacdo das aguas doces, salobras e
salinas do Territério Nacional (BRASIL, 1986).

PORTARIA MS N° 443, de 03 de outubro de 1978 —
Estabelece os requisitos sanitarios minimos a serem
obedecidos no projeto, construcdo, operacdo e
manutencdo dos servicos de abastecimento publico de
agua para consumo humano, com a finalidade de obter e
manter a potabilidade da &gua, em obediéncia ao


http://www.cvs.saude.sp.gov.br/download.asp?tipo=zip&arquivo=00pf1469.zip
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disposto no artigo 9 do Decreto 79.367 de 09 de Marco
de 1977 (BRASIL, 1978).

— DECRETO N° 79.367, de 9 de marco de 1977 — Dispde
sobre normas e o padrdo de potabilidade de agua e da
outras providéncias (BRASIL, 1977).

— PORTARIA N° 635, de 26 de dezembro de 1975 -
Aprova as Normas e Padrfes sobre a fluoretacdo da
agua destinada ao consumo humano dos sistemas
publicos de abastecimento (BRASIL, 1975).

— DECRETO N° 76.872, de 22 de dezembro de 1975 -
Regulamenta a Lei 6.050, de 24 de Maio de 1974, que
dispde sobre a Fluoretacdo da Agua em Sistemas
Publicos de Abastecimento (BRASIL, 1975).

— LEI N.° 6.050, de 24 de Maio de 1974 - DispGe sobre a
Fluoretacdo da Agua em Sistemas de Abastecimento
gquando existir Estacdo de Tratamento (BRASIL, 1974).

— DECRETO N° 24.643, de 10 de julho de 1934 — Cddigo
de Aguas (BRASIL, 1934).

1.1.6 Controle microbiolégico

Em relacdo as andlises sugeridas para micro-organismos
em agua de consumo, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitadria, o Ministério da Agricultura e a Unido Européia
apresentam como senso comum a realizacdo da pesquisa de
Escherichia coli ou coliformes termotolerantes e a contagem de
bactérias heterotroficas (auséncia em 100 ml), conforme a
Tabela 1.



39

Tabela 1 - Padrdo microbioldgico de potabilidade da &gua para
consumo humano

Parametro VMP (Valor maX|(g10 estabelecido)

Agua para consumo humano®

Escherichia coli ou coliformes

termotolerantes © Auséncia em 100mL

Agua na saida do tratamento

Coliformes totais Auséncia em 100mL

Agua tratada no sistema de distribuicdo (reservatorios e rede)

Escherichia coli ou coliformes

termotolerantes @ Auséncia em 100mL

Sistemas ou solugdes alternativas
coletivas que abastecem menos
de 20.000 habitantes / Apenas uma
amostra, entre as amostras
examinadas no més, podera
Coliformes totais apresentar resultado positivo

Sistemas ou solugdes alternativas
coletivas que abastecem a partir
de 20.000 habitantes / Auséncia em
100 mL em 95% das amostras
examinadas no més

Legenda: (1) valor maximo estabelecido; (2) agua para consumo
humano em toda e qualquer situagédo, incluindo fontes individuais como
pocos, minas, nascentes, dentre outras; (3) a detec¢do de Escherichia
coli deve ser preferencialmente adotada.

Fonte: Portaria MS no. 2.914/2011.

Coliformes termotolerantes s&@o classificados como
bactérias do grupo coliforme que fermentam a lactose a 44,5 *
0,2°C em 24 horas; tendo como principal representante a
Escherichia coli, de origem exclusivamente fecal (BRASIL, 2004).

J& a Escherichia coli é definida como uma bactéria do
grupo coliforme que fermenta a lactose e manitol, com producéo
de acido e gas a 44,5 + 0,2°C em 24 horas produz indol a partir
do triptofano, oxidase negativa, ndo hidrolisa a ureia e apresenta
atividade das enzimas RR-galactosidase e 3-glucoronidase, sendo
considerada o mais especifico indicador de contaminacao fecal
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recente e de eventual presenca de organismos patogénicos
(BRASIL, 2004).

Por fim, a contagem de bactérias heterotréficas é definida
como a determinacdo da densidade de bactérias que séao
capazes de produzir unidades formadoras de colbnias (UFC), na
presenca de compostos organicos contidos em meio de cultura
apropriada, sob condi¢Ges pré-estabelecidas de incubacao: 35,0
*+ 0,5°C por 48 horas (BRASIL, 2011). Em 20% das amostras
mensais para analise de coliformes totais nos sistemas de
distribuicdo, deve ser efetuada a Contagem de bactérias
heterotroficas e, uma vez excedidas 500 unidades formadoras de
colénia (UFC) por mL, devem ser providenciadas imediata
recoleta, inspecéo local e, se constatada irregularidade, outras
providéncias cabiveis (BRASIL, 2004).

Para a garantia da qualidade microbiolégica da agua
outros padres devem ser seguidos, de acordo com a Portaria n°
2.914/2011 (BRASIL, 2011).

Em complementacdo as exigéncias relativas aos
indicadores microbiolégicos, deve ser observado o padrdo de
turbidez expresso na Tabela 2.

1.2 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia € um termo genérico para um conjunto
de tecnologias, técnicas e processos para a preparacao,
caracterizacdo, manipulacao e controle de atomos ou moléculas
para construir novos materiais em escala de nanébmetros, com
novas propriedades, inerentes as suas dimensfes. As
caracteristicas dos materiais e produtos nanométricos devem
impactar os mais diversos setores industriais, como por exemplo
guimico, farmacéutico (ALENCAR, 2008).

Nos ultimos tempos vem ocorrendo uma transformacéo na
ciéncia e na tecnologia, mostrando que o0s materiais em
nanoescala podem apresentar propriedades que diferem
daquelas em escala macroscépica. A esta ciéncia que estuda
estes novos materiais em escala nanométrica foi atribuido o
nome de nanociéncia, porém é mais comumente chamada de
nanotecnologia (DURAN et al., 2010, MENDONGCA, 2009).

Apesar de a ciéncia dos atomos e moléculas simples e a
ciéncia da matéria ja estarem bem estabelecidas e
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fundamentadas, a nanotecnologia encontra-se em uma fase
inicial, pois ainda h& muito a ser estudado sobre o
comportamento dos materiais em nanoescala (DURAN et. al.
2006, MENDONCA, 2009). As particulas em tamanho
nanométrico apresentam uma grande area superficial, além de
exibirem propriedades Opticas, magnéticas, mecéanicas ou
quimicas que diferem das superficies e particulas em escala
macroscoépicas (QUINA, 2004, MENDONCA, 2009).

1.2.1 Nanoparticulas de prata

Os metais nobres coexistem com o ser humano de forma
amigavel e harmoniosa desde os primordios da civilizagdo. Existe
um laco profundo entre essa harmoniosa coexisténcia e o
progresso da civilizacdo humana. Houve, porém um momento
em que o0 uso dos metais nobres passou a ser ndo apenas uma
forma de expressar e acumular riqueza. Um novo valor, porém,
associado a uma funcionalidade passou a ser notado, o de
proteger a saude dos seres humanos contra doencas (ANSHUP,
2009).

As propriedades bactericidas da prata ja eram utilizadas ha
6.000 anos pelos sumérios que armazenavam 4agua em
recipientes de prata e assim mantinham-na fresca por mais
tempo e também colocavam moedas de prata nos recipientes
com leite para evitar que estragassem. Durante as grandes
epidemias, as pessoas que utilizavam talheres de prata tinham
mais chances de sobreviver e as criancas pequenas mantinham
a imunidade. Os ferimentos eram tratados com prata para
acelerar a cura (CHEN, 2008).

Nesse cendrio, a prata se destacou dos demais por sua
elevada eficiéncia. Os escritos de Herddoto sugeriam que Ciro, o
grande (Pérsia, 550 — 529) consumia agua fervida em jarro de
prata (PRADEEP; ANSHUP, 2009). O seu uso como desinfetante
e como agente preservador de agua e alimentos tem sido
reportado de forma constante ao longo das civiliza¢des (Esparta,
Grécia, Roma, Fenicia, Macedbnia). Hipocrates, o pai da
medicina, promoveu o uso da prata como cicatrizante de
ferimentos. Alexandre, o grande, (335 a.C.) aconselhado por
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Aristételes, armazenava 4&gua previamente fervida em
vasilhames de prata.

Evidéncias foram encontradas sobre o uso de prata na
forma de sais de nitrato como agente anti-infecioso, na
farmacopeia Romana. Durante o século Xlll, Lanfranc utilizou
tubos de prata para introducdo de alimentos através de fistulas
(RUTKOW, 1988). Joseph Lister promoveu o uso de fios de prata
em suturas. O mais notério evento do século XVIII e com
repercussao até os dias de hoje partiu do obstetra aleméo Crede
que popularizou o uso de uma solucao 1% de nitrato de prata na
prevencdo da oftalmia neonatal livrando milhares de criangas de
cegueira irreversivel, sendo aplicado em recém nascidos até os
dias de hoje.

A proliferacdo de produtos comerciais com base em prata
tem como icone de sucesso a sulfadiazina de prata no
tratamento de queimaduras de pele insubstituivel como forma de
tratamento de queimados nos hospitais. O primeiro relato do uso
de prata como elemento filtrante, veio do emprego de malhas de
prata em filtros para desinfec¢cdo de 4gua (KRAUSE, 1936),
seguido de tentativas de imobilizacdo de prata em carbono
ativado para a desinfeccao da agua (RENN, 1966).

Apesar da acao benéfica do uso da prata ter sido notada
ao longo do desenvolvimento humano, até o final da década de
1990 ela se apresentava para a industria como uma solucao
onerosa nas aplicacdes domésticas devido ao elevado custo da
prata e da baixa taxa de liberagdo ibnica. Com o
desenvolvimento da nanociéncia e o controle sobre as
dimensbes nanométricas das emulsGes de prata, o cenario
mudou radicalmente. Na escala nanométrica vale-se da enorme
relacdo &area superficial/volume e ndo na quantidade de prata
utilizada, além das interessantes propriedades advindas dos
materiais quando se opera nessa escala. Desse modo,
conseguiu-se uma maior superficie ativa, aumentando a
capacidade bactericida. Um grama de prata, reduzida a escala
nano, tem uma superficie de contato de centenas de metros
guadrados (CHEN, 2008).

Ao longo das ultimas décadas, varias pesquisas foram
realizadas com a utilizacdo de ions metalicos na desinfeccao de
agua (FENG, 2000; CHOHAN, 2004). A prata apresenta
propriedades antimicrobianas para um largo espectro de micro-
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organismos, incluindo bactérias gram-positivas, gram-negativas e
fungos (PANACEK 2006).

Assim, as nanoparticulas de prata passam a desempenhar
um importante papel nas aplicacbes relacionadas a
desinfec¢bes, por seu baixo custo, eficacia, durabilidade e
liberacdo controlada de ions prata com especial atencao focada
na solucéo do problema de purificacdo de agua.

1.2.1.1 Avaliacéo da Atividade Antimicrobiana

A acdao inibitéria e bactericida de ions de prata frente um
largo espectro de micro-organismos ja é conhecida h& bastante
tempo e recentemente tem recebido atencdo por sua atividade
antimicrobiana que oferece possibilidades de uso com propdsitos
médicos e de higiene (DURAN, 2010).

Reduzir o tamanho da particula é uma eficiente ferramenta
para aumentar sua biocompatibilidade. A nanotecnologia estende
a ciéncia de materiais para o dominio de particulas e interfaces
com dimensdes extremamente pequenas, da ordem de um a
cem nandmetros. Particulas deste tamanho, ou "nanoparticulas",
apresentam uma grande area superficial e, frequentemente,
exibem propriedades mecéanicas, Opticas, magnéticas ou
gquimicas distintas de particulas e superficies macroscoépicas. O
aproveitamento dessas propriedades em aplicacdes tecnolégicas
forma a base da nanotecnologia de materiais (QUINA, 2004).

Recentemente, foi observada atividade antimicrobiana de
nanoparticulas de prata em fungos e também bactérias
patogénicas: Staphylococcus aureus, Salmonella Typhi,
Staphylococcus epidermidis e Escherichia coli (GAJBHIYE;
KESHARWANI; GADE; RAIl, 2009). Estudos realizados
(MORONES, 2005) também comprovaram atividade das
nanoparticulas de prata contra Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Salmonella Typhi.

Em adicao a atividade antimicrobiana, os mecanismos de
acdo e toxicidade também s&do de suma importancia e varios
estudos estdo em andamento para melhor elucidar esses
aspectos (DURAN, 2010).

O efeito inibitério da prata € provavelmente a soma de
mecanismos de acdo distintos. Acredita-se que ions Ag+
interagem com grupos sulfiricos nas membranas dos micro-
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organismos, causando desregulacdo de sua permeabilidade e a
morte da célula microbiana, como mostra a Figura 1 (DAMM,;
MUNSTEDT; ROSCH, 2008). Foi observado que niveis
micromolares de ions de prata agem na cadeia respiratéria ao
desacoplar o transporte de elétrons da fosforilagdo oxidativa,
assim, inibe as enzimas da cadeia respiratdria ou interfere com a
permeabilidade da membrana a prétons e fosfato (FENG, 2000).
Os ions Ag+ também podem interagir com o DNA impedindo a
reproducéo celular (DAMM, 2008).

Destruigédo da
1 Membrana
Celular

Inibigdo da 3
Replicagd ibica
o Pl
Figura 1 - Representacdo esquemética da atividade antimicrobiana da
prata

Fonte: (MORONES, 2005).

1.2.2 Técnicas de Caracterizacado de Nanoparticulas

1.2.2.1 Microscopia Eletrénica

A técnica de Microscopia Eletronica de Transmisséo foi
utilizada para se avaliar o tamanho, a forma e a estrutura das
nanoparticulas produzidas, bem como para se observar as
nanoparticulas incorporadas na silica que foi utilizada na
confeccgdo dos filtros. Esta técnica de caracterizagao consiste na
aplicacdo de um feixe de elétrons através de uma amostra onde,
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a recombinacdo dos feixes difratados e transmitidos com
diferentes intensidades resulta na diferenca de contraste da
imagem formada (SILVA, 2012).

A preparacdo das amostras liquidas foi realizada
depositando-se gotas da solugdo em um “grid”, que consiste de
um filme de carbono amorfo (com 3-5 nm de espessura)
sustentado em uma grade de cobre com 3 mm de didmetro (com
300-400 mesh). A amostra fica inteiramente pronta quando o
solvente é evaporado completamente (LEITE, 2003).

Para a preparacdo da silica, as amostras foram
previamente impregnadas em resina e curadas. A superficie de
analise foi preparada com a confec¢ao de nanocortes.

1.2.2.2 Espalhamento de luz dinamica (DLS)

O espalhamento de luz dindmica é utilizado para se avaliar
a distribuicdo da populacdo de tamanhos de particulas da
emulséo coloidal de nanoparticulas de prata.

Em técnicas baseadas na luz difundida, € empregado um
feixe de raio laser que entra em contato com as particulas em um
fluido e o resultado da luz difundida fornece os dados da
distribuicdo dos tamanhos das particulas. O principio empregado
€ de que quando uma particula atravessa um feixe de laser, um
espalhamento de luz em angulo acontece, e este é inversamente
proporcional ao seu tamanho.

Essa observacdo foi primeiramente realizada por Gustav
Mie, através da resolucdo das equacbes de Maxwell para
sistemas nanométricos, utilizando condicbes de contorno
adequadas e supondo particulas esféricas, ele deduziu que essa
dispersao é dependente do diametro das particulas presentes no
sistema (PEREIRA, 2009; FILHO, 2008).

Esta técnica fornece detalhadamente a distribuicdo das
populacdes de tamanhos das nanoparticulas sintetizadas e gera
histogramas dessas distribuicbes. O didametro medido com a
técnica de DLS é chamado o didmetro hidrodinamico e refere-se
ao modo como uma particula se difunde no interior de um fluido
por meio do movimento browniano (MALVERN, 2012).
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1.2.2.3 Espectrometria de massa atdbmica de plasma acoplado
indutivamente — ICP — MS

A técnica conhecida como ICP-MS foi escolhida para
guantificar a concentracdo de prata nas amostras de agua
retiradas dos testes de lixiviacao das silicas tratadas com NPsAg.
Dentre as técnicas de absor¢do atdbmica disponiveis, o ICP-MS
foi a selecionada para estes testes devido a sua sensibilidade
(SILVA, 2012).

O ICP — MS ou espectrometria de massa atbmica de
plasma acoplado indutivamente, ou por fonte de radiofrequéncia,
€ uma técnica de absorcao atdbmica que se baseia na massa dos
analitos para quantifica-los (SILVA, 2012).

E uma técnica muito utilizada por oferecer as maiores
vantagens em termos de sensibilidade e menor efeito de
interferéncias, com relacdo a outras técnicas de absorcéo
atdbmica (SKOOG, 2006).

1.2.2.4 Espectroscopia de UV-Vis

'E possivel fazer o monitoramento das nanoparticulas de
prata através dos espectros de UV-Vis. O alargamento e o
deslocamento das bandas determinam a qualidade de
distribuicdo dos tamanhos das nanoparticulas e pode determinar
também a estabilidade.

A espectroscopia de absorcdo UV-Vis esta baseada na
medida da transmitancia (T) ou absorbancia (A) de solucdes
contidas em células transparentes tendo um caminho 6ptico de b
cm. Para a maioria dos casos, a concentragdo de uma analito
est4 relacionada linearmente a absorbancia de acordo com a Lei
de Beer.

No entanto quando se trata de dispers@es coloidais, como
no caso das nanoparticulas de prata, a lei de Beer pode ser
aplicada com restricdes se utilizando do maximo da banda de
plasmon ressonante nas regides do ultravioleta, visivel e
infravermelho proximo, dependendo da emulsdo gerada
(SEGALA, 2009 apud SILVA, 2012).
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1.2.3 Matrizes para impregnacédo de nanoparticulas de prata

As nanoparticulas de prata estdo em evidéncia no presente
cenério. Diversos estudos verificam sua impregnacdo em
matrizes tanto inorganicas quanto poliméricas (SILVA, 2012).

O uso de materiais inorganicos ou poliméricos como
bactericidas supera o uso de materiais organicos por estes
apresentarem melhor resposta frente ao calor, durabilidade,
seletividade, toxicidade entre outras caracteristicas (KIN, 2007
apud SILVA, 2012).

Dentre as matrizes mais estudadas estdo a silica
(inorganica) e em menor proporcao o EVA (etileno vinil acetato).

1.2.3.1 Silica

O termo silica refere-se aos compostos de diéxido de
silicio, SiO2, nas suas varias formas incluindo silicas cristalinas;
silicas vitreas e silicas amorfas. O di6xido de silicio, SiO2, é o
composto binario de oxigénio e silicio mais comum, sendo
inclusive composto dos dois elementos mais abundantes na
crosta da Terra. A silica e seus compostos constituem cerca de
60% em peso de toda a crosta terrestre (SILVA, 2012).

A silica, pelas caracteristicas quimicas de sua superficie e
durabilidade tém sido um dos materiais com grande expectativa
de uso como suportes inorganicos.

Possui entre outras vantagens, estreita distribuicdo de
tamanho das particulas, a composicdo de sua superficie por
grupos silanol e as extensbes das ligacdes de hidrogénio
facilitam a modificacdo da superficie por tratamento térmico. Os
grupos silanol podem formar ligacdes covalentes e as interacdes
isotropicas em solucdo podem ajudar na formacdo de arranjos
ordenados com o substrato (POL, 2002).

1.2.3.2 EVA

O EVA, copolimero de etileno-acetato de vinila é produzido
por polimerizacdo a altas pressbes e em condi¢Bes de sintese
analogas a dos homopolimeros polietileno de baixa densidade
(PEBD). As propriedades das resinas obtidas nesse processo
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possuem desde caracteristicas similares ao PEBD até as da
borracha sintética (OLIVEIRA; SOARES, 2002).

A estrutura € modificada com a adi¢do de acetato de vinila
formando assim um material mais flexivel. Essa modificacdo faz
com que o EVA fique mais polar e mais cristalino. Quanto maior
for a quantidade de acetato de vinila, maior sera a cristalinidade
do material (OLIVEIRA; SOARES, 2002)

Dentre as principais caracteristicas apresentadas pelos
copolimeros de etileno-acetato de vinila (EVA), as principais sdo
(OLIVEIRA; SOARES, 2002)::

— Apresentam excelente flexibilidade e tenacidade, sendo
assim, as propriedades mecanicas mantém-se mesmo
quando estiverem sob temperaturas baixas.

— Os copolimeros de etileno-acetato de vinila apresentam
boa elasticidade, em alguns casos €& semelhante a
elasticidade dos elastdmeros.

— Esses materiais apresentam resisténcia as quebras sob
tensdes ambientais muito superiores as apresentadas por
outros materiais poliméricos e copolimeros.

— S&o atoxicos, em funcdo dessa caracteristica, sdo muito
utilizados em brinquedos e artigos para criangas.
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CAPITULO 2 - SiNTESE DE NANOPARTICULAS DE PRATA E
IMPREGNACAO EM SILICA E PELLETS DE ETILENO
ACETATO DE VINILA (EVA)
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2.1 INTRODUCAO

Materiais com nanoparticulas de prata incorporados em
sua superficie tém atraido a atencdo pela gama de aplicactes
que este tipo de funcionalizagdo oferece. O uso de materiais
inorganicos ou poliméricos como bactericidas supera o uso de
materiais orgénicos por estes apresentarem melhor resposta
frente ao calor, durabilidade, seletividade, toxicidade entre outras
caracteristicas. (KIM, 2007; SILVA, 2012).

A silica, pelas caracteristicas quimicas de sua superficie e
durabilidade tém sido um dos materiais com grande expectativa
de uso como suportes inorganicos. Possui entre outras
vantagens, estreita distribuicdo de tamanho das particulas, a
composicado de sua superficie por grupos silanol e as extensfes
das ligacdes de hidrogénio facilitam a modificacdo da superficie
por tratamento térmico. Os grupos silanol podem formar ligagcfes
covalentes e as interagdes isotropicas em solugcdo podem ajudar
na formacdo de arranjos ordenados com o substrato (POL, 2002,
apud SILVA, 2012).

J4& o copolimero de etileno-acetato de vinila (EVA)
produzido por polimerizacdo a altas pressdes também tem sido
utiizado como matriz polimérica na impregnacdo de
nanoparticulas e prata. Diferentes concentragbes estdo sendo
testadas e sua atividade antimicrobiana como matriz das
nanoparticulas de prata esta tendo bons resultados (OLIVEIRA,;
SOARES, 2002)

Para o entendimento e caracterizacdo de nanomateriais as
mais variadas técnicas tém sido criadas e utilizadas, cada uma
apresentando suas peculiaridades. Entre as técnicas de maior
destaque hoje séo as espectroscopias (Raman, SERS, UV-Vis) e
as microscopias (STM, AFM, TEM, MEV etc.), além de medidas
de potencial Zeta, além de tamanho de particulas através de
espalhamento dindmico de luz (DLS) (SILVA, 2012).

No entanto de nada adianta a sintese de nanoparticulas se
nao for possivel verificar sua atividade antimicrobiana. Para tanto
diversas técnicas de andlises microbiolégicas estdo sendo
validadas para tal utilizacdo. Neste capitulo serd abordada a
técnica de analise microbiolégica do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2003).
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O presente trabalho tem como objetivo principal a
impregnacao de nanoparticulas de prata em suporte inorganico
(silica) e EVA (etileno vinil acetato).

S&o0 os objetivos especificos deste estudo:

— Avaliar a sintese e impregnacdo das nanoparticulas em
silica.

— Verificar a estabilidade e lixiviagdo da prata apés a
impregnacao das nanoparticulas em silica.

— Uso de Espectrometria de Massa Atdmica (ICP-MS) para
avaliar a qualidade da adsorcéo atraveés de testes de
lixiviagdo de prata.

— Impregnacdo das nanoparticulas com silica em suporte
polimérico (EVA).

— Caracterizagdo das nanoparticulas de prata por
Microscopia Eletrbnica de  Transmissdo (MET),
Microscopia  Eletrébnica de  Varredura (MEV),
Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e
Espectrofotometria de UV-Visivel.

2.2 MATERIAL E METODOS

A sintese de nanoparticulas foi realizada pela empresa
TechNano Solution (TNS) em parceria com o Laboratério de
Sintese Inorganica e Nanocompdsitos (LabSin). A seguir uma
breve descricdo dos procedimentos de sintese e caracterizagao.

2.2.1 Sintese de nanoparticulas de prata

A preparacao das nanoparticulas de prata foi feita por meio
da adicdo lenta de um agente redutor, nesse caso o NaBH,, a
solucdo de um sal de prata com um estabilizante. A reacao foi
processada sob temperatura de 5°C e agitacdo de 200RPM.

O sal que foi utlizado nesse caso é o AgNO; e o
estabilizante um aminosilano (encapsulante a). A redugdo da
prata pelo borohidreto de s6dio ocorre segundo a reagdo descrita
por SEGALA (2009) apresentada abaixo:
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BHy (aq) + 3H20 () > HaBO3 (aq) + 2Hy" (g + 4H" (o)
Ag" (@) Ago @) (X4)

4Ag+ (ag) + BH, + 3H20 0} > HzBOg- (aq) + 2H2 (9) + 4H+ (aq) + 4Ag

(aq)

2.2.2 Impregnacédo das nanoparticulas de prata em silica

Devido a sua estrutura e da reatividade que a silica oferece
frente a variados grupos funcionais, a silica gel é o suporte
adequado e portanto escolhido para ancoragem das NPsAg.
(SILVA, 2012).

A silica-gel é constituida de grupos siloxanos (Si-O-Si) em
seu interior, e de grupos silanois (Si-OH) em sua superficie
(Figura 13). A reatividade quimica da superficie da silica &
determinada principalmente pelos grupos hidroxilas (silanois), os
quais séo fracamente acidos com pk, ~ 7. Além destes, verifica-
se também a presenca de grupos siloxanos na superficie da
silica. (PEREIRA, 2009; SILVA, 2012). Além destes, verifica-se
também a presenca de grupos siloxanos na superficie da silica.

A impregnacdo de nanoparticulas em silica foi realizada
pela empresa TNS e se mantém em sigilo de patente.

2.2.3 Impregnacédo das nanoparticulas de prata em pellets de
EVA.

A impregnacgdo de nanoparticulas nos pellets de EVA foi
realizada também pela empresa TNS e se mantém em sigilo de
patente.

2.2.4 Estabilidade das Nanoparticulas

Silva (2012) realizou um levantamento de normas técnicas
nacionais e internacionais de lixiviacdo em que se identificaram
duas normas aplicadas a situacbes de lixiviagdo muito
semelhantes as que ocorrem no presente trabalho: a norma
ABNT NBR 10005:2004 e a norma EPA Methods: método 1312.
Como as duas normas utilizam os mesmos parametros de
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avaliacdo, optou-se por utilizar a ABNT NBR 10005:2004 por se
tratar de uma norma brasileira.

No estudo conduzido pela norma ABNT NBR 10005:2004,
as amostras soélidas a serem determinadas devem estar numa
proporgdo 20 vezes menor que o liquido extrator. Segundo a
norma esse liquido extrator trata-se de solugbes 4&cidas,
dependendo do tipo de amostra, porém por ser ftratar de
nanoparticulas de prata essas solucbes ndo puderam ser
utilizadas, apenas &gua ultrapura foi utilizado como liquido
extrator.

Esta andlise foi realizada pelo Laboratério de
Espectrometria de Massa/UFSC e a seguir observa-se o
protocolo utilizado.

Foram utilizadas duas amostras de pellets de 2,5 g cada,
todas impregnadas com NPsAg, para cada frasco de 50 mL. O
uso de duas amostras foi para garantir a reprodutibilidade do
teste. Duas amostras de 2,5 g de pellets sem nanoparticulas
(branco) também foram utilizadas como referéncia. As amostras
foram deixadas no agitador rotatério por 20 horas sob agitacdo
de 30 £ 2 RPM. Apds esse periodo, as amostras foram filtradas a
Vacuo e as partes liquidas das mesmas, assim como as retiradas
do método alternativo, foram submetidas a analises de ICP-MS
para se quantificar a prata lixiviada das amostras de silica.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As NPsAg em fase aquosa foram preparadas por reducéo
guimica a 600 RPM. O espectro de UV-Vis da reacéo (Figura 2)
forneceu uma banda com Amedio = 429,42 NM € Amaximo= 404,04
nm com absorbancia de 0,798. O FWHM do pico foi de 64,228
nm, um pico levemente simétrico, o que indica nanoparticulas
com superficies irregulares e numa faixa de tamanho proxima.

Essa morfologia e o tamanho das NPsAg sugeridas pela
Espectroscopia de UV-Vis pode ser comparada com o
histograma de distribuicdo dos tamanhos das particulas, Figura
3. E as micrografias obtidas por Microscopia Eletrénica de
Transmissao- MET, Figura 4.
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Figura 3 - Distribuicdo dos tamanhos das nanoparticulas obtidas na
reacdo conduzida com 600 RPM
Fonte: Dados primarios, 2012.
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Figura 4 - Imagem de MET das nanoparticulas obtidas na reacéo
conduzida com 600 RPM (magnificacao de 300.000)
Fonte: Dados primarios, 2012.

E possivel observar no histograma nanoparticulas com
faixa de distribuicdo de tamanho variando em torno de 01-40 nm.
O mesmo foi obtido de uma contagem de 4665 particulas, que
apresentaram diametro médio de 13,48 nm, com um desvio
padréo de 6,45 nm e polidispersidade de 0,48.

A micrografia  mostra  nanoparticulas  menores
apresentando formas geométricas mais esféricas do que os
grandes aglomerados, que notoriamente foram gerados a partir
de particulas menores que coalesceram e fundiram, gerando
essas formas geométricas diferenciadas e de maior tamanho.
Essa aglomeragdo € uma tendéncia natural das nanoparticulas
para reduzir a alta energia livre de superficie.

J4 a adsorcdo das NPsAg na superficie da silica
possivelmente resulta de uma forte interacdo covalente entre o
sélido adsorvente rico em grupos silanois e os grupos funcionais
silanos do estabilizante das NPsAg. Interagbes semelhantes com
essas NPsAg estabilizadas com aminosilanos foram
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comprovadas em outros materiais, por exemplo, celulose. Outras
interacbes como atracdo eletrostatica, ligacdo de hidrogénio,
entre outras, podem também estar paralelamente contribuindo
para esta adsor¢cdo (MEYERS, 2000 apud SILVA, 2012).

O aspecto da superficie da silica foi analisado por MET,
Figura 5, onde é possivel observar que a superficie ndo € lisa, e
sim porosa e/ou rugosa, o que pode facilitar a adsorcdo das
nanoparticulas.

Figura 5 - Microscopia eletronica de transmissé&o da silica pura

Fonte: Dados primarios, 2012

Quang et al. em seu trabalho reportam a interacéo entre os
grupos silanois da superficie da silica e os grupos silanos de um
aminosilano. De acordo com esse trabalho, a interacdo dos
grupos silanos no estabilizante e os grupos silanois na superficie
da silica acontece por meio da seguinte reacdo genérica (ABNT,
2005 apud SILVA 2012):
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(RO)gSI(CHz)nNHZ + 3H20 — (HO)3S|(CH2)nNH2 + 3ROH
3(2Si—OH) + (HO)3Si(CHa)NH; — (Si=0)3Si(CHa),NH; + H,0

A adsorgao das NPsAg em silica foi também avaliada por
MET (Figura 6). De acordo com esta micrografia € possivel
observar a presenca de uma pequena quantidade de
nanoparticulas de prata em volta da silica. Qualitativamente
também é possivel observar a adsorcao pela mudanca visual na
coloracao do po6 de silica, que vai do branco quando a silica esta
pura a um p6 bem amarelo ap6s a impregnagao.

Figura 6 - Microscopia eletrdnica de transmisséo da silica impregnada
com as nanoparticulas de prata (80 ml de solugédo de nanoparticulas
para cada grama de silica).

Fonte:Dados primarios, 2012

Em relagéo a estabilidade das nanoparticulas, apés o teste
de lixiviacdo dos pellets de EVA, conforme a norma ABNT NBR
10005:2004, as amostras — em triplicata — foram submetidas a
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analise de ICP-MS no Laboratério de Espectrometria de
Massa/UFSC e os resultados de cada aliquota sdo apresentados
na Tabela 6, sendo que esses valores sdo correspondentes as
médias dos valores obtidos para todas as amostras.

Tabela 2 - Concentragdo média de Ag nas amostras de 4gua utilizadas
no teste de lixiviagdo baseada na norma, obtidas por analise de ICP-

MS.
Amostras Concentragao Média de Ag (ug/L)
A 32,57
B 31,82
Branco 0,07

Fonte: Dados primarios, 2012

Conforme a tabela uma quantidade bem acima do
recomendado de prata foi lixiviada dos pellets. A concentragcdo
maxima permitida pelo CONAMA, segundo a Resolugdo n°357
de 2005 é de 10ug/L. Os resultados obtidos foram maiores que o
estabelecido pela legislacdo, mostrando a necessidade de ajuste
na concentracéo de prata no substrato.

2.4 CONCLUSOES

As conclusdes a que se pode chegar a partir do que
obtemos séo as seguintes:

— A silica mostrou-se excelente matriz para impregnacao
das NPsAg.

- O EVA também mostrou estabilidade frente a
incorporacao com a silica nanoparticulada.

— Os métodos de caracterizacdo mostram a formacéo das
nanoparticulas uniformes e de qualidade.

— A metodologia utilizada para caracterizacdo das
nanoparticulas foi eficaz
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— para avaliar também a qualidade da matriz.
— O teste de lixiviagdo mostrou a necessidade de ajuste na
concentracao de prata no substrato.
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3.1 INTRODUCAO

As nanoparticulas de prata passam a desempenhar um
importante papel nas aplicacdes relacionadas a desinfeccdes,
por seu baixo custo, eficacia, durabilidade e liberacdo controlada
de ions prata com especial atencdo focada na solucdo do
problema de purificacdo de agua. Ao longo das Ultimas décadas,
varias pesquisas foram realizadas com a utlizagcdo de ions
metalicos na desinfeccdo de agua (FENG, 2000; CHOHAN,
2004).

As nanoparticulas podem ser incorporadas em diferentes
matrizes, tanto inorganicas quanto poliméricas. Neste capitulo
observa-se a impregnacdo em silica (matriz inorganica) e esta
silica nanoparticulada em EVA (matriz polimérica). Ambos
possuem vantagens na impregnacao das nanoparticulas e estédo
sendo amplamente estudados (SILVA, 2012; OLIVEIRA, 2007;
CASTRO, 2006).

A atividade antimicrobiana das nanoparticulas de prata tem
sido avaliada em diferentes aspectos para desinfec¢do da agua.
Estudos tém avaliado a atividade frente a agua ultrapura, aguas
subterraneas (agua de poco artesiano), esta Ultima com muita
matéria inorganica; como também em aguas utilizadas em
processos na industria de alimentos, que possuem alta
guantidade de matéria organica.

O presente trabalho tem como objetivo principal avaliar a
atividade antimicrobiana de pellets de EVA em &gua conforme a
norma ASTM E-2149.

Os objetivos especificos séo:

— Avaliar a atividade antimicrobiana das nanoparticulas de
prata por metodologia de contato: agua ultrapura, agua
subterrdnea (de pogo artesiano) e 4gua de processo
industrial;

— Avaliar a atividade antimicrobiana por modelo de filtro
para desinfeccdo de agua: agua artificialmente
contaminada;

— Realizar analises microbiolégicas e fisico-quimicas das
amostras utilizadas segundo a ASTM, 2001, BAM/FDA,
2001 e APHA 2005;

— Verificar a lixiviagdo de prata por ICP-MS;
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Amostras

Foram utilizadas amostras de 4gua ultrapura
(artificialmente contaminada em laboratério), subterranea (poco
artesiano) e de processo da industria de alimentos. Sua origem e
coleta é descrita abaixo:

- Agua ultrapura: A amostra de agua ultrapura foi cedida
pelo Laboratério de Controle de Processos (LCP), do
Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Federal
de Santa Catarina (UFSC). Foi coletada em frasco estéril, de
forma asséptica, seguindo as boas praticas de laboratério e
mantendo a esterilidade da amostra.

- Agua subterranea (poco artesiano): A amostra de agua
de poco foi cedida voluntariamente para andlise. Foi coletada em
poco artesiano doméstico, em uma residéncia na cidade
Balneario Camboriu, SC/Brasil. Foi coletada em frasco estéril, de
forma asséptica, seguindo as boas praticas de laboratério e
mantendo a esterilidade da amostra. Foi transportada até o
laboratério na cidade de Floriandpolis por via terrestre, em caixa
isotérmica e nas mesmas condi¢cbes de assepsia.

Agua de processo da industria de alimentos: A amostra de
agua de processo foi cedida voluntariamente para andlise pela
industria de laticinios Do Vale S/A, situada na cidade de
Palhoca/SC. A agua foi coletada de um equipamento envolvido
na producdo da manteiga. Esta agua é descartada do processo
de fabricacdo. A amostra foi coletada em frasco estéril, de forma
asséptica, seguindo as boas praticas de laboratrio e mantendo
a esterilidade da amostra. Foi transportada até o laboratério na
cidade de Floriandpolis por via terrestre nas mesmas condi¢bes
de assepsia.
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3.2.2 Avaliacéo da atividade antimicrobiana de pellets com
NPsAg por metodologia de contato dinamico

3.3.2.1 Preparo dos meios de cultura

Os meios de cultura utilizados foram preparados
acrescentando agua em uma base em pé desidratada.
Imediatamente apds a esterilizagdo a 121°C por 15 minutos, o
meio foi resfriado em banho-maria entre 45 °C e 50°C. Os meios
de cultura utilizados e sua forma de utilizagcdo foram:

)

ii)

PCA (Himedia®)- Foram distribuidos em torno de 25
mL a 30 mL de a4gar em placas de petri, para garantir
uma profundidade uniforme de aproximadamente 4
mm (FERNANDES, 2010).

PEP (Himedia®)- Foram distribuidos com pipetador
automatico 9 mL em tubos de ensaio para realizar a
diluicdo das amostras.

PEP (Himedia®) com Tween e lecitina de soja — Sua
preparacdo foi baseada na Japanese Industrial
Standard Test for antimicrobial and efficacy (JIS,
2007). O tween utilizado foi o tween 80, ja a lecitina
de soja foi adquirida em uma farmacia de
manipulacdo. Foi preparado o PEP de acordo com o
procedimento padrao de preparo de meios, pesado 3
gramas de lecitina de soja e 7g de tween 80 e
incorporado ao meio antes de autoclavar. Foram
distribuidos com pipetador automatico 9 mL em
tubos de ensaio para a realizar a diluicdo das
amostras. Esse meio é utilizado para inibir a acdo da
prata durante a multiplicacdo nas placas de cultivo.
Outra alternativa é a utilizagdo do meio de cultura
Agar Triptico de Soja (TSA), que contém cloreto de
s6dio em sua composicao inibindo assim a acdo da
prata.

CN (Himedia®) - Foram distribuidos com pipetador
automatico 5 mL em tubos de ensaio para repicar as
cepas de micro-organismos.
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3.2.2.2 Preparo do in6culo

As bactérias S. aureus, K. pneumoniae, E. coli e E. faecalis
foram ativadas por duas vezes consecutivas em Caldo Nutriente
(CN) (Himedia®) e incubadas a 37°C por 18h a 24h. Para obter
colénias isoladas, foram feitas estrias em placas de Petri
contendo Agar-Padrdo para Contagem (PCA) (Himedia®) e
incubadas na mesma temperatura por 18h a 24h (FERNANDES,
2010).

O inéculo foi preparado fazendo-se suspensao direta em
solucéo salina 0,85%m/v, das colénias selecionadas da placa de
PCA ap6s 18h a 24h de incubacédo. A suspenséo foi ajustada
para que sua turbidez coincidisse com a da solucdo de
McFarland 0,5, o que resultou em uma suspensdo contendo,
aproximadamente de 1,5x10° UFC/mL a 3,0x10° UFC/mL
(FERNANDES, 2010).

3.2.2.3 Analise microbiologica

As analises microbioldgicas foram realizadas no Nucleo e
Microbiologia de Alimentos — NUMICAL, UFSC

Antes da utilizacdo da metodologia para verificagdo da
atividade antimicrobiana dos pellets (ASTM E-2149) foi realizada
analise microbiolégica padrdo de acordo com a legislacédo
vigente (BRASIL, 2011) nas amostras de agua utilizadas, para
verificar sua qualidade e qual a sua contagem em UFC/mL inicial.
Foram realizadas andlise de coliformes totais, E.coli e bactérias
heterotréficas. Os coliformes foram analisados pela técnica dos
tubos mdltiplos, ja& as heterotroficas pela contagem em
profundidade dos meséfilos em agar PCA (APHA, 2005;
BAM/FDA, 2001).

A atividade antimicrobiana dos pellets impregnados com
silica e nanoparticulas de prata (pellets com AgNp) foi avaliada
conforme a metodologia do Standard Test Method for
Determining the Antimicrobial Agents Under Dynamic Contact
Conditions descrita pela ASTM International (ASTM E-2149,
2001).

Para é&gua ultrapura foi seguida a metodologia sem
alteracdes. Para agua subterrdnea a de processo industrial,
como ja possuem contaminantes naturais foi realizada adaptacéo
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da metodologia ja descrita. Foi considerada a carga microbiana
natural presente nas amostras e como controles positivos foram
utilizados inéculos de E.coli e E.faecalis de Gram-negativas e
Gram-positivas, respectivamente.

Para a realizacdo dos ensaios conforme a norma ASTM E-
2149, trés diferentes amostras foram utilizadas: 1g (£ 0,2) de
pellets com NPsAg; 1g (x 0,2) de pellets sem tratamento com
nanoparticulas de prata (branco) e 50 mL de in6culo do micro-
organismo em avaliacdo (cada micro-organismo €é avaliada
separadamente) a uma concentracdo de 1,5 — 3,0 x 10 °
UFC/mL. O procedimento desta andlise consiste em adicionar,
em frascos de 250 mL, previamente esterilizados, as seguintes
quantidades:

— a- 50 mL do in6culo em agua ultrapura e os pellets com
NPsAg;

— b - 50 mL do in6culo em agua ultrapura e os pellets sem
tratamento com NPsAg (branco);

— ¢ -50 mL do in6culo em agua ultrapura.

Os frascos foram fechados e incubados em estufa de
agitacdo com temperatura de 36°C durante 1 minuto. Apés 1
minuto, 1 hora, 12 horas e 24 horas horas de incubagédo, a
agitacdo foi desligada, retirou-se 1 mL de cada frasco e
procedeu-se as diluicdes e plagueamento em profundidade em
agar padrdo para contagem (PCA).

Todos o0s ensaios foram realizados em ftriplicata para
avaliar o resultado final com base na média destas triplicatas. O
tempo de 1 minuto ficou designado como t,.

A porcentagem de redu¢éo dos micro-organismos € calculada
através da férmula abaixo:

Reducdo % (UFC/mL) = x100

Onde:

A = UFC/mL (ou log da densidade de bactérias) do frasco
contendo o material tratado com nanoprata depois do
tempo de contado especificado (1h),
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B = UFC/mL (ou log da densidade de bactérias) no tempo
0 (1min) do frasco utilizado para determinagdo de A.

3.2.2.4 Analise fisico-quimica

As analises fisico quimicas foram realizadas pelo
Laboratério de fisico-quimica do LABCAL/UFSC, sendo a
metodologia empregada em cada teste de acordo com a
legislacdo vigente.

Foram realizadas as seguintes andlises: pH, condutividade
(us/cm), turbidez (NTU), dureza total (mg/L), ferro total (ppm),
matéria organica (oxibilidade) (mg/L)

3.2.2.5 Teste de lixiviagdo de prata

O teste de lixiviagado de prata foi realizado pelo Laborat6rio
de Espectrometria de Massa/UFSC, Florianépolis - SC, seguindo
0 protocolo abaixo:

As amostras foram preparadas para a determinacdo de Ag
com a adicdo de Rh como padréo interno na concentracdo de 5
pg L™ e de HNO; 1% v/v. Para as solucdes de calibragéo e para
0 branco, o mesmo procedimento foi adotado. Utilizou-se a
nebulizacdo pneumatica e gas argonio 99,996%. Foi utilizado um
espectrémetro de massa com plasma indutivamente acoplado
modelo NexION 300D (Perkin Elmer, Shelton, USA).

Todos os reagentes utilizados possuiam no minimo grau
analitico de pureza. Agua foi deionizada em sistema Milli-Q
(Millipore, Beadford, MA, EUA) a uma resistividade de 18,2 MQ
cm. Acido nitrico 65% v/v de (Carlo Erba Reagenti, Milan, Italia)
foi bi-destilado abaixo da temperatura de ebulicio em destilador
de quartzo (Kurner Analysentechnik, Rosenheim, Alemanha).
Solucdo multielementar ICP Multi Element calibration Standard 3
(Shelton, USA) e de Rh (Perkin Elmer, Norwalk, EUA) foram
utilizados.

O limite de detecgdo do método (LOD) foi de 0,06 ug L™ e
o limite de quantificagdo (LOQ) foi de 0,18 ug L™. A faixa de
calibracédo empregada foi de 1 — 100,0 pg L™
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3.3.2.6 Andlise estatistica

Foi realizada regressao linear e teste de Tukey pelo
programa SISVAR (FERREIRA, 2011).

3.2.3 Anadlise da atividade antimicrobiana de pellets de
NPsAg por metodologia sem contato dinamico

Foi realizada analise apenas de agua ultrapura
artificialmente contaminada. Todo o procedimento segue o0s
mesmos parametros do item 3.2.2, em todos 0s aspectos,
utilizando os 4 micro-organismos (S.aureus, K.pneumoniae,
E.coli, E.faecalis). O Unico diferencial é a adaptacdo do método
da ASTM E-2149 para a utilizagdo em um modelo de filtro para
desinfeccéo de agua.

Foram realizados ensaios com cada um dos micro-
organismos, cada um em triplicata, totalizando 12 ensaios. O
diferencial desta metodologia do filtro em comparagédo a outra
metodologia apresentada é a utilizacdo de um modelo de filtro
onde ndo ha movimentacdo dos pellets com nanoparticulas e
contato dos mesmos com 0s micro-organismos.

O modelo do filtro € composto de:

— Base de cilindrica de vidro autoclavavel (1)

— Suporte superior com aberturas de entrada (2) e saida (3)

— Mangueira de entrada (4) e saida (5)

— Béquer de plastico (6)

— Bomba de submersa de aquario, marca Atman, modelo
AT-302, de 450l/hora de vazao (7)

— Esferas de vidro (8) para preenchimento da coluna

— Pellets de EVA com NPsAg (9)



80

Figura 7 - Modelo de filtro
Fonte: Dados primarios, 2012

Foi adicionado ao béquer cerca de 1 litro de agua,
contaminada artificialmente com cada um dos micro-organismos,
separadamente (S. aureus, E. coli, E. faecalis, K. pneumoniae),
até que por acdo da bomba essa &gua fosse transferida para a
coluna, preenchendo-a por completo. O filtro operou em
circulacdo fechada, transportando a agua do béquer para a
coluna e vice-versa. Foi utilizado papel pardo para evitar o
contato com a superficie externa.

Da mesma forma na metodologia anterior foram retiradas
aliquotas nos tempos estabelecidos, com controles do branco e
in6culo mantidos na estufa bacteriolégica de agitacdo e
realizados concomitantemente.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Avaliacédo da atividade antimicrobiana de pellets com
NPsAg por metodologia de contato

Nas tabelas abaixo sdo expressos o0s valores da
porcentagem média de reducdo de micro-organismos em
UFC/mL. Sao expressos também os valores do inéculo e do
branco para controle. Como esperado os valores do indculo e
muitas vezes do branco s&o negativos, demonstrando que ao
longo do tempo ndo houve reducédo e sim crescimento de micro-
organismos. Em certos casos observou-se discreta redugéo do
branco. Isso pode ser devido a algum erro experimental pontual.

Foram realizados os ensaios em triplicata e a seguir
apresentados apenas os valores médios dos 3 ensaios.

3.3.1.1 Agua ultrapura artificialmente contaminada

3.3.1.1.1 Agua ultrapura artificialmente contaminada por
Staphylococcus aureus

Tabela 3 — Staphylococcus aureus - Ensaios microbiol6gicos em agua
ultrapura artificialmente contaminada conforme a norma ASTM E-2149 —
% da média de reducdo em UFC/mL e desvio padrdo

Staphylococcus aureus : % Média (UFC/mL) e Desvio Padréo

% Média de % Média de % Média de .
Tratament ~ ~ ~ Desvio
o Reducéo Reducéo Reducéo Padrio
1hr 12hr 24hr
10g 83,36 97,48 100,00 0,00
20g 99,10 99,99 100,00 0,00
Branco 63,78 7,94 71,57 10,09
Inéculo -1600,96 1787043736,73 -7924,35 6238,03

Fonte: Dados primarios, 2012
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Avaliando-se as médias da reducdo de UFC/mL, utilizando-
se 10g de pellets a reducéo passou de mais de 80% na primeira
hora para 95% em 12hr e chegando a 100% em 24 hr. Com 20g
de pellets a reducdo foi de quase 100% ja na primeira hora,
permanecendo assim até as 24 hr.

3.3.1.1.2 Agua ultrapura artificialmente contaminada por
Klebsiella pneumoniae

Tabela 4 - Klebsiella pneumoniae - Ensaios microbiol6gicos em agua
ultrapura artificialmente contaminada conforme a norma ASTM E-2149 —
% da média em UFC/mLe desvio padrao

Klebsiella pneumoniae: % Média (UFC/mL) e Desvio
Padrao

% Média de % Média de % Média de

Tratamento Redu¢doem Reducdoem Redugdoem E:;;/r;l\g
1hr 12hr 24hr
10g 75,73 98,80 100,00 0,00
209 100,00 100,00 100,00 0,00
Branco 24,18 27,2 28,3 1,74
In6culo -111,66 -13875,91 -1874,32 1326,41

Fonte: Dados primarios, 2012

Avaliando-se as médias da reducao de UFC/mL, utilizando-
se 10g de pellets a reducdo passou de mais de 70% na primeira
hora para 100% em 12 hr e 24 hr. Com 20g de pellets a reducéo
foi de 100% ja na primeira hora, permanecendo assim até as 24
hr.
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3.3.1.1.3 Agua ultrapura artificialmente contaminada por

Escherichia coli

Tabela 5 - Escherichia coli - Ensaios microbiolégicos em agua ultrapura
artificialmente contaminada conforme a norma ASTM E-2149 — % média

em UFC/mL e desvio padrédo

Escherichia coli: % Média (UFC/mL) e Desvio Padrao

% Média de % Média de % Média de

Tratamento  Reducdo em  Reducgdo em Reducdo em E;j:’ég
1hr 12hr 24hr
10g 99,97 100,00 98,23 2,50
20g 99,99 100,00 100,00 0,00
Branco -174,30 -63,12 -943,33 479,90
In6culo -1534,35 -1337,66 -6117,87 5273,07

Fonte: Dados primarios, 2012

Avaliando-se as médias da reducédo de UFC/mL, observou-
se que em ambos os tratamentos (10g e 20g), desde a primeira
hora jA& houve uma reducdo de mais de 99%, passando para
100% com 12hr e 24hr.
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3.3.1.1.4 Agua ultrapura artificialmente contaminada por
Enterococcus faecalis

Tabela 6 - Enterococcus faecalis - Ensaios microbiolégicos em agua
ultrapura artificialmente contaminada conforme a norma ASTM E-2149 —
% média e desvio padrao

Enterococcus faecalis: % Média em UFC/mL e Desvio Padrao
% Média de % Média de % Média de

Tratamento Reducdoem 1 Reducéo Reducdo em E:g;’ég
hr eml12hr 24hr
10g 89,17 98,66 100,00 0,00
20g 91,25 98,94 100,00 0,00
Branco -95,51 -184,11 -3296,93 2227,56
In6culo -109,18 -10859,25 -10501,71  10561,89

Fonte: Dados primarios, 2012

Avaliando-se as médias da reducéo de UFC/mL, observou-
se no tratamento com 10g um aumento na taxa de reducdo de
85% em 1h para mais de 99% em 12hr, chegando a 100% em
24hr. Com 20g este indice aumenta para mais de 90% ja na
primeira hora, para 99% em 12hr e 100% em 24hr.
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3.3.1.1.5 Agua subterranea — de pogo artesiano

Tabela 7 - Ensaios microbioldégicos em agua subterranea (de pogo artesiano) conforme a norma ASTM E-2149 —
Ensaio 3

Ensaio 3: Contagem Inicial Agua 3,9. 10’

% de o x x
~ % de Reducdo % de Reducéo
Tratamento TOhr Tihr  T12hr T24hr Redtigr?ro em em 12hr em 24hr
10g 4,0.10" 2,1.10* 0,0.10° 1,0.10° 100,00 100,00 100,00
20g 4,1.10" 0,0.10° 0,0.10° 1,0.10° 100,00 100,00 100,00
Branco 2,410" 8,3.10° 7,6.10" 9,1.10° 65,42 66,2 62,08
Inéculo E.coli  2,8.10° 2,7.10° 1,8.10" 3,5.10° -864,29 -6328,57 -12400,00
Indeulo 1,8.10° 4,1.10° 7,5.10° 3,2.10° -2177.78 -41566,67 -17677,78
Enterococcus

Fonte: Dados primarios, 2012
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Tabela 8 - Ensaios microbiolégicos em &gua subterrdnea (de poco artesiano) conforme a norma ASTM E-2149 — %
média e desvio padrédo

: % Média e Desvio Padréo

Tratamento % Média de Reducéo em 1 % Média de % Média de Desvio
hr Reducdo em 12hr Reducgdo em 24hr Padréo
10g 100,00 100,00 100,00 0,00
20g 100,00 100,00 100,00 0,00
Branco 28,51 -19,41 78,10 11,63
In6culo E.coli -2030,84 -20838,71 -5639,23 5027,08
Inoculo -1233,55 -21910,42 -7544,43 7202,61

Enterococcus
Fonte: Dados primarios, 2012

Avaliando-se as médias da reducdo de UFC/mL, observou-se a reducdo de 100% em 10g e 20g ja
na primeira hora em todos os ensaios.
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Tabela 9 - Ensaios microbiolégicos em &gua de processo da industria

de alimentos - % média em UFC/mL e desvio padrédo

% Média em UFC/mL e Desvio Padrao

% Média de % Média de % Média de Desvio
Tratamento Redu¢doem Reducdo em Reducéo em Padrio
1hr 12hr 24hr

10g 66,07 77,88 99,77 0,28

209 88,16 99,70 99,97 0,01
Branco 13,84 -14,90 -1112,33 1673,46
In6culo E.coli 6,43 -1453,19 -4785,93 6830,32

In6culo

E faecalis -66,53 -0,20 -740,63 1185,54

Fonte: Dados primarios, 2012

Avaliando-se as médias da reducédo de UFC/mL, observou-
se que no tratamento com 10g a reducao foi de cerca de 60% na

primeira hora, chegando a 99% em 24hr.

3.3.2 Avaliacdo da atividade antimicrobiana de pellets com

NPsAg por metodologia sem contato

3.3.2.1 Agua ultrapura artificialmente contaminada

3.3.2.1.1 Agua ultrapura artificialmente contaminada - Klebsiella

pneumoniae
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Tabela 10 - Klebsiella pneumoniae - Ensaios microbiolégicos em agua
ultrapura artificialmente contaminada conforme a norma ASTM E-2149 —
% média e em UFC/mL e desvio padrédo

Klebsiella pneumoniae: % Média em UFC/mL e Desvio
Padréo

% Média de % Média de % Média de

Tratamento  Reducdo em  Reducdo em Reducgédo em E:j:’ég
1hr 12hr 24hr
10g 74,37 77,74 98,00 2,37
20g 24,59 92,00 99,85 0,13
Branco -244,05 31,88 -24,70 105,60
In6culo 15,38 -4899,80 -1419,94 1056,81

Fonte: Dados primarios, 2012

Avaliando-se as médias da reducéo de UFC/mL, observou-
se que em 10g obteve-se cerca de 75% de reducéo na primeira
hora, enquanto com 20g obteve-se apenas 25%. Em 24hr, no
entanto, em 10g e 20g houve reducdo de 98% e 99%,
respectivamente.
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3.3.2.1.2 Agua ultrapura artificialmente contaminada -
Staphylococcus aureus

Tabela 11 - Staphylococcus aureus - Ensaios microbiolégicos em agua
ultrapura artificialmente contaminada conforme a norma ASTM E-2149 —
% média em UFC/mL e desvio padréo

Staphylococcus aureus: % Média em UFC/mL e Desvio
Padréo
% Média de % Média de % Média de Desvio
Tratamento  Reducdoem  Reducdo em Reducéo em Padrio

1hr 12hr 24hr
10g 74,80 89,85 99,52 0,45
20g 86,71 74,35 99,80 0,26
Branco 13,06 -50,43 33,13 25,13
Inéculo -507,98 -27167,86 -5894,05 7082,22

Fonte: Dados primarios, 2012

Avaliando-se as médias da reducéo de UFC/mL, observou-
se que em 10g obteve-se cerca de 75% de reducdo na primeira
hora, enquanto com 20g obteve-se 85%. Em 24hr, no entanto,
em ambos os tratamento houve reducao de 99%.
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3.2.2.1.3 Agua ultrapura artificialmente contaminada -
Enterococcus faecalis

Tabela 12 - Enterococcus faecalis - Ensaios microbiolégicos em agua
ultrapura artificialmente contaminada conforme a norma ASTM E-2149 —
% média em UFC/mL e desvio padréo

Enterococcus faecalis: % Médiaem UFC/mL e Desvio
Padrao

% Média de % Média de % Média de

Tratamento  Reducdoem  Reducdo em Reducéo em Fl?aejyég
1hr 12hr 24hr
10g 77,84 98,22 99,87 0,09
20g 91,31 99,91 99,98 0,01
Branco -1103,18 -573,08 -2628,89 2501,80
In6culo -708,57 -3010,79 -9903,09 8845,90

Fonte: Dados primarios, 2012

Avaliando-se as médias da reducédo de UFC/mL, observou-
se que em 10g obteve-se cerca de 75% de reducdo na primeira
hora, enquanto com 20g obteve-se cerca de 90%. Em 24hr, no
entanto, em ambos os tratamentos houve reducéo de 99%.
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3.2.2.1.4 Agua ultrapura artificialmente contaminada -
Escherichia coli

Tabela 13 - Escherichia coli - Ensaios microbiol6gicos em agua
ultrapura artificialmente contaminada conforme a norma ASTM E-2149 —
% média em UFC/mL e desvio padréo

Escherichia coli: % Média em UFC/mL e Desvio Padrao

% Média de % Média de % Média de

Tratamento Reducdo em Reducdo em Reducéo em E:g;/g'lg
1hr 12hr 24hr
109 65,53 96,45 99,85 0,06
20g 87,48 99,78 99,98 0,02
Branco -35,88 -2444,97 -776,81 267,04
In6culo -1244,82 -12708,08 -21326,77 13725,66

Fonte: Dados primarios, 2012

Avaliando-se as médias da reducéo de UFC/mL, observou-
se que em 10g obteve-se cerca de 65% de reducéo na primeira
hora, enquanto com 20g obteve-se cerca de 90%. Em 24hr, no
entanto, em ambos os tratamentos houve reducéo de 99%.

Como observado, as andlises foram realizadas em 4
tempos; com 4 micro-organismos diferentes; com 2 quantidades
diferentes de pellets (10g e 20g) e 3 tipos de agua (ultrapura,
subterranea (de poco artesiano) e de processo da indUstria de
alimento.

O intuito de trabalhar com os trés tipos de agua foi avaliar
0 comportamento das nanoparticulas frente a diferentes
composi¢des fisico-quimicas e microbiolégicas. A agua ultrapura
foi utilizada para avaliar o desempenho antimicrobiano das
nanoparticulas sem a interferéncia de fatores do substrato, ja que
a agua ultrapura é uma agua de extrema pureza, isenta de
particulas, ions e substancias organicas ou micro-organismos. A
agua subterrdnea foi escolhida para avaliar a atividade das
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nanoparticulas em um substrato rico em compostos inorgéanicos,
como minerais. J4 a 4gua de processo da industria de alimentos
foi escolhida para avaliar a atividade das nanoparticulas em um
substrato rico em matéria organica, como gordura, carboidratos e
proteinas.

Em relacdo a avaliagdo microbiolégica, a ASTM E2149
recomenda analises apenas de Staphylococcus aureus e
Klebsiella pneumoniae. No entanto, a metodologia foi adaptada
para mais dois micro-organismos: Escherichia coli — importante
micro-organismo solicitado pela legislacdo brasileira em analises
de agua e Enterococcus faecalis — micro-organismo presente em
agua de processos na industria de alimentos.

3.3.3 Analise fisico-quimica

Tabela 14 - Andlise fisico-quimica de agua ultrapura, subterrédnea e de
processo industrial

Analise Agua Agua pp;glégsds%
subterréanea ultrapura : ;

industrial
pH 4,35 6,98 7,07

Condutividade
(us/cm) 140,8 <1 134,9
Turbidez (NTU) 17,6 ----* 413,0
Dureza Total .

(mg/L) <0,05 47,1
Ferro Total (ppm) 2,39 ----% 1,09
Matéria organica 357 . 774.3

(oxibilidade) (mg/L)
Legenda: * Ensaio ndo realizado pois ndo se aplica
Fonte: Dados primarios, 2012

De acordo com os resultados das andlises fisico-quimicas
pode-se verificar que se confirmou a composicdo rica em
compostos inorganicos para a agua de poco, enquanto a agua da
industria mostrou seu elevado teor de matéria organica, visto que
a agua ultrapura confirmou seus resultados de acordo com a
legislacdo vigente (BRASIL, 2011).
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Tabela 15 - Analise de ICP-MS avaliando-se o micro-organismo

S.aureus.

Staphylococcus aureus (ug/L)

Tratamento TOhr T1hr T12hr T24hr
8,53 22,95 + 20,31 +
10g 3,72+0,14 014 030 023
14,74 + 56,80 + 27,80 =
20g 9,56 + 0,08 110 289 124
Branco - - - 2,35 +0,56

Fonte: Dados primarios, 2012

Tabela 16 - Andlise de ICP-MS avaliando-se o micro-organismo

Klebsiella pneumoniae.

Klebsiella pneumoniae (ug/L)

Tratamento  TOhr T1hr T12hr T24hr
455+ 13,89+ 28,86%*
10g 0.09 0.12 0.08 59,98 + 0,75
827+ 18,13+ 28,36+
20g 0.09 0.06 117 51,66 + 3,31
Branco - - - Menor que LOQ

Fonte: Dados primarios, 2012
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Tabela 17- Analise de ICP-MS avaliando-se o micro-organismo
Escherichia coli

Escherichia coli (ug/L)

Tratamento TOhr T1hr T12hr T24hr

10g 4,87+0,02 9,19+0,43 14,00+0,21 36,91 +0,31

20g 9,42 +0,13 17,43 +0,79 45,88 +0,05 52,13 +1,28

Branco - - - 2,45+ 0,90

Fonte: Dados primarios, 2012

Tabela 18- Anélise de ICP-MS avaliando-se o micro-organismo
Enterococcus faecalis (ug/L)

Enterococcus faecalis (ug/L)

Tratamento TOhr T1hr T12hr T24hr

10g 7,03+0,08 4,97+0,07 4,73+£0,16 46,71+0,49

20g 19,64 £ 0,12 34,05 + 0,53 93,78 + 5,45 112,75+ 0,73

Branco - - - 1,61 +£0,48

Fonte: Dados primarios, 2012

A concentracdo maxima de Ag permitida em agua de
consumo pela legislacao e de 10ug/L
(Resolu¢cdo/CONAMA/N®357 — 2005). Em face disto, de acordo
com os resultados acima descritos, nenhuma das amostras esta
de acordo.

N&o houve diferenca significativa entre micro-organismos
Gram-positivos e Gram-negativos.
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O armazenamento das amostras em tubos de ensaio com
tampa metalica podem ter interferido no resultado.

3.3.5 Analise estatistica

Foram realizadas as analises estatisticas para as
diferentes variaveis ja mencionadas e discutidas anteriormente.
Abaixo se observam as tabelas com os respectivos resultados.

Foram realizados os métodos de Tukey, regressao linear e
analise de variancia. O método de Tukey consiste na construcéo
de intervalos de confianca para todos os pares de médias de tal
forma que o conjunto de todos os intervalos tenha um
determinado grau de confianca (GUIMARAES; SARSFIELD
CABRAL, 2007).

Regressdo linearé um método para se estimar a
condicional, ou seja, o valor esperado de uma variavel y, frente
aos valores de outras variaveis x. Em geral, trata da questdo de
se estimar um valor condicional esperado. E chamada "linear"
porque se considera que a relacdo da resposta as variaveis €
uma funcéo linear de alguns parametros (ANDRADE, OLGLIARI,
2007).

3.3.5.1 Analise da atividade antimicrobiana de pellets de NPsAg
por metodologia de contato

- Agua ultrapura

Aplicou-se o Teste de Tukey para analisar se ha relacéo de
significancia entre a quantidade de pellets utilizado (10g e 20g) e
o tempo (1 hora, 12 horas e 24 horas). Observam-se os dados
nas tabelas a sequir.

Desdobramento de micro-organismos dentro de nivel
(quantidade de pellets) x tempo
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Tabela 19 - Teste de Tukey com nivel 10 g. (Erro padrao: 2.94)
Média de reducéo (%)

Tratamentos 1 hora 12 horas 24 horas
Klebsiella 75.73a  98.79a  100.00 a
pneumoniae
Staphylococcus 83.35ab 97.47aa 100.00 a
aureus
Enterococcus 89.17 bc 98.66 a 100.00 a
Escherichia coli 99.97 ¢ 100.00a 100.00 a

Fonte: Dados primarios, 2012

Médias seguidas por mesma letra nas colunas ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 5%.

Tabela 20 - Teste de Tukey com nivel 20 g. (Erro padrdo: 2.94)
Média de reducéo (%)

Tratamentos 1 hora 12 horas 24 horas
KIebS|eII_a 100.00 a 100.00a 100.00 a
pneumoniae
Staphylococcus 99.10 a 99.99 a 100.00 a
aureus
Enterocopcus 91.25 a 98.94 a 100.00 a
faecalis
Escherichia coli 99.99 a 100.00a 100.00 a

Fonte: Dados primarios, 2012

Médias seguidas por mesma letra nas colunas nao diferem
entre si pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 5%.

Verificou-se que houve diferencas significativas na redugéo
da contagem dos micro-organismos apenas na dose 10g e na
primeira hora.

Desdobramento de niveis dentro de micro-organismos X
tempo
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Tabela 21 - Teste de Tukey com Micro-organismos. (Erro padréo: 2.94)

Enterococcus faecalis

Escherichia coli

Nivel 1 12 24 1 hora 12 24

hora horas horas horas horas

10 89.17 98.66 100.0 99.97 100.00 100.00
a a 0a a a a

20 91.25 98,94 100.0 99.99 100.00 100.00
a a 0a a a a

Fonte: Dados primarios, 2012

Tabela 22 - Teste de Tukey com Micro-organismos. (Erro padrdo: 2.94)

Klebsiella pneumoniae

Staphylococcus aureus

12 24

Nivel hora horas horas 1 hora 12 horas 24 horas
10 75.73 98.79 100.00 83.35 97.47 100.00
a a a a a a
20 100.0 100.00 100.00 99.10 99.99 100.00
0b a a b a a

Fonte: Dados primarios, 2012

Médias seguidas por mesma letra nas colunas néao diferem
entre si pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 5%.
Observou-se que somente para Klebsiella pneumoniae e

Staphylococcus aureus o nivel
porcentagem e na primeira hora.

20 g apresentou maior

Tabela 23 — Regresséo linear com micro-organismos

Nivel Klebsiel[a Staphylococcus ENterococcus Escher[chia
pneumoniae aureus coli
Y;=78.67 + Y;=84.78+ 0.72 Y;=90.20 + t’ 3 8819;4

10g 1.04 X Xi 0.47 X RAD =
A — 0 NY — 0 N = 0 N

R"2 =76.63% R"2 = 84.30% R"2 = 82.24% 72 80%
= Yi=99.99 +
VIEI090T =922+ vi=9200+  0.0004X
20g R."2 o 0.04 X; 0.37 X R"2 =
N = 0 = 0, 0,
100.00% R"N2 =73.94% R"2 = 82.02% 72.80%

Fonte: Dados primarios, 2012
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Isto significa que a cada hora que passa (Xi) a
porcentagem média de redugdo do micro-organismo (Y))
aumenta 1 vez o valor do coeficiente do X;. Para E.faecalis no
nivel 10g aporcentagem média de reduc¢do do micro-organismo
(Y) = 90.20 + 0.47x1 = 90.20 + 0.47 = 90.67%. (em 12 horas
seria: porcentagem média de reducdo do Micro-organismo Y; =
90.20 + 0.47x12 = 90.20 + 5.64 = 95.84%.) .Assim, & possivel
estimar qual a porcentagem média de redugcdo de micro-
organismos a cada hora que e em cada nivel (10 e 209).

*1 = E.faecalis 10 - R"2 = 82.24%

2 = E.faecalis 20 - R"2 = 82.02%

3 = Escherichia coli 10 - R"2 = 72.80%

4 = Escherichia coli 20 - R*2 = 72.80%

*5 = Klebsiella pneumoniae 10 - R"2 = 76.63%
6 = Klebsiella pneumoniae 20 - R"2 = 100.00%
*7 = Staphylococcus aureus 10 - R"2 = 84.30%
8 = Staphylococcus aureus 20 - R"2 = 73.94%

Os resultados assinalados acima com (*) foram
considerados significativos.

- Agua de processo industrial
Realizou-se o teste F e ndo se observaram diferencas
significativas em nenhum dos casos. O teste abaixo foi realizado

para se ter idéia de quanto reduziu a contagem de micro-
organismo, em média, por hora, para cada nivel (10g e 20g).

Tabela 24: Teste TuKey para niveis dentro de tempo.

Tratamentos 24 horas Média de reducéao (%)
Nivel 1 hora 1 hora 12 horas
10 99.77 a 66.07 a 77.88 a
20 99.97 a 88.16 a 99.70 a

Fonte: Dados primarios, 2012
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Médias seguidas por mesma letra nas colunas nao diferem
entre si pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 5%.

- Desdobramentos de tempo dentro de nivel

Tabela 25 - Regressao linear (Y;= ; X- )

Nivel Equacéo
10 Y;=63.10+147X; . R"2=97.89%
20 Y;=89.70+051X; . R"2=7458%

Fonte: Dados primarios, 2012

Com essa equacdo é possivel ter uma idéia de quanto
reduziu a contagem de micro-organismos por hora. No entanto,
observou-se que a equacédo néo foi significativa.

- Agua subterranea

Tabela 26 - Teste TuKey para niveis dentro de tempo

Trathamentos Média de reducao (%)
oras
Nivel 1 hora 12 horas 24 horas
10 100 a 100 a 100 a
20 100 a 100 a 100 a

Fonte: Dados primarios, 2012

Observou-se que ja na primeira hora ocorreu reducdo de
100% da contagem de micro-organismos.
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3.3.5.2 Analise da atividade antimicrobiana de pellets de NPsAg
por metodologia sem contato (filtro)

- Agua ultrapura
Desdobramento de Micro-organismos dentro de nivel x
tempo

Tabela 27 - Teste Tukey com nivel 10 g. (Erro padrdo: 2.94)

Média de reducao (%)

Tratamentos 1 hora 12 horas 24 horas

Klebsiella pneumoniae 74.36 a 77.74 a 98.00 a

Staphylococcus aureus 74.79 a 89.85a 99.51a

Enterococcus faecalis 77.84 a 98.22 a 99.88 a

Escherichia coli 65.53 a 96.45 a 99.85 a

Fonte: Dados primarios, 2012

Médias seguidas por mesma letra nas colunas nao diferem
entre si pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 5%.

Tabela 28 - Teste Tukey com nivel 20 g. (Erro padrdo: 2.94)

Média de reducao (%)

Tratamentos 1 hora 12 horas 24 horas

Klebsiella pneumoniae 2459 a 92.00a 99.85a

Staphylococcus aureus 86.71b 74.35b 99.80 a
Enterococcus faecalis 91.31b 99.91 a 99.98 a
Escherichia coli 87.48 b 99.78 a 99.97 a

Fonte: Dados primarios, 2012

Médias seguidas por mesma letra nas colunas nao diferem
entre si pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 5%.
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Verificou-se que houve diferencas significativas na reducao
dos micro-organismos apenas na dose 20g, na primeira hora e
12 horas depois.

Desdobramento de Niveis dentro de micro-organismos X
tempo

Tabela 29 - Teste de Tukey com Micro-organismos. (Erro padrédo: 2.94)

Enterococcus faecalis Escherichia coli
. 12 24 12 24
Nivel hora horas horas 1 hora horas horas
10 77.84 98.22 99.88 6553 96.45 99.85
a a a a a a
20 91.31 9991 9998 87.48 99.78 99.97
a a a a a a

Fonte: Dados primarios, 2012

Tabela 30 - Teste de Tukey com Micro-organismos. (Erro padrédo: 2.94)

Klebsiella pneumoniae Staphylococcus aureus
. 12 24 12 24
Nivel hora horas horas 1 hora horas horas
10 7436 77.74 98.00 74.79 89.85 99.51
a a a a a a
20 2459 92.00 9985 86.70 74.35 99.80
b a a a a a

Fonte: Dados primarios, 2012

Médias seguidas por mesma letra nas colunas ndo diferem
entre si pelo teste

de Tukey com nivel de significAncia de 5%.

Observa-se que somente para Klebsiella pneumoniae o
nivel 10 g deu maior porcentagem e na primeira hora.
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Regresséao linear (Y= ; Xi= )

Tabela 31 — Regresséo linear com Micro-organismos

Nivel Klebsiella Staphylococcus  Enterococcus Escherichia
pneumoniae aureus faecalis coli
10 Y, =70.57 + Y, =74.85 + Y, =80.31 + Y;=69.10 +
1.04 X; 1.07 X; 0.95 X; 1.47 X;
20 Y, =32.28 + Y, =79.64 + Y;=92.49 + Y;=89.14 +
3.23 X; 0.59 X; 0.37 X 0.54 X

Fonte: Dados primarios, 2012

Conforme ja mencionado, isto significa que a cada hora
gue passa (Xi) a porcentagem média de reducdo do micro-
organismo aumenta 1 vez o valor do coeficiente do X;. Assim, é
possivel estimar qual a porcentagem média da reducé@o de micro-
organismos a cada hora e em cada nivel (10 e 20g).

E.faecalis 10 - R"2 = 78.58%

E. faecalis 20 - R"2 =73.45%

Escherichia coli 10 - R*2 = 80.40%
Escherichia coli 20 - R"2 = 74.01%

5 =Klebsiella pneumoniae 10 - R"2 = 87.19%
6 = Klebsiella pneumoniae 20 - R"2 = 80.79%
*7 = Staphylococcus aureus 10 - R"2 = 97.76%
8 = Staphylococcus aureus 20 - R"2 = 28.71%

1
2
3
4

Os resultados assinalados acima com (*) foram
considerados significativos.
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3.3.5.3 Comparacéao de variaveis

- Agua de processo industrial x Agua subterranea

Tabela 32 — Andlise de Variancia

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc

' ocal ) 1171.80840 1171.80840 6616 00167
Niveis 1 486349511 486349511 2748 0.1104
Tempo 2 776078817 388.489408  2.195  0.1332
Local*Niveis 1 486.349511  486.349511  2.748 _ 0.1104
Loca"Tempo 2 776.978817 _ 388.489408  2.195 _ 0.1332
Niveis*Temp 536523706 118.261853 0.668  0.5218

o

*Nli io*
LocalNiveis™ 5 236523706 118261853 0.668  0.5218

Tempo
Erro 24 24084995 176 951056
Total 35 8417.55940
Corrigido 0
CV (%) 14.11
Numero de
Média Geral 94.2966667 Observacde 36

S

Fonte: Dados primarios, 2012

Tabela 33 - Teste de Turkey

Tratamentos Médias
IndUstria 88.59 a
Poco 100.00 b

Fonte: Dados primarios, 2012
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O local refere-se ao tipo de 4gua: subterrdnea (poco) ou de
processo industrial.

Comparando estes dois tipos de agua observou-se que foi
significativo apenas o local. Isto quer dizer que, independente do
tempo e da dosagem (10 ou 20 g), a porcentagem média de
reducdo de micro-organismos foi maior para a 4gua de poco.

- Metodologia de contato (sem filtro) x Metodologia sem
contato (com filtro)

Tabela 34 - Analise de Variancia

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc

Local 1 1553.938335  1553.938335 20.821  0.0000
Micro- 3 923.828082 307.942694 4126  0.0111
organismos
Tempo 2 3770.431953  1885.215976 25260  0.0000
Local*Micro-
organismo 3 597.270526 199.090175 2.668  0.0581
Local*Tempo 2 1129.798553  564.899276  7.569 _ 0.0014
Micro-
organismos* 6 1004.782781  167.463797 2.244  0.0547
Tempo
Loca"Micro® g 7407530803 117.921800 1580  0.1735
Tempo
Erro 48  3582.321533  74.631699
Total 71 13269.902565
Corrigido
CV (%) 9.34
Média Geral  92.4656944 Namero de 72

Observacdes

Fonte: Dados primarios, 2012

Os locais referem-se a metodologia de contato X
metodologia sem contato (filtro).
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Tabela 35 - Desdobramentos de locais dentro de micro-organismos -
Independente de Tempo
Local Klebsiella Staphylococcus Enterococcus Escherichia

pneumoniae aureus faecalis coli
Sem 95.75 b 96.65 b 96.34 a 99.70 b
filtro
com 77.76a 87.51a 9451 a 91.50 a

Fonte: Dados primarios, 2012

Médias seguidas de mesma letra nas colunas nao diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de nivel de significancia.

Observaram-se diferencas significativas em ambas as
metodologias (com filtro e sem filtro) para 0os micro-organismos

Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus e Escherichia
coli.

Tabela 36 - Desdobramentos de micro-organismos dentro de local -
Independente de tempo

Local Sem filtro Com filtro
Klebsiella pneumoniae 9.75a 77.76 al
Staphylococcus aureus 96.65 a 8751 a2

Enterococeus 96.34a 94.51 a2
Escherichia coli 99.70a 91.50 a2

Fonte: Dados primarios, 2012

Médias seguidas de mesma letra nas colunas nao diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de nivel de significancia.

Observaram-se diferencas significativas apenas em
Klebsiella pneumoniae e na metodologia com filtro.
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Tabela 37 - Desdobramento de Locais dentro de cada tempo -
Independente de micro-organismo

Local 1 hora 12 horas 24 horas
Sem filtro 92.32b 99.23 b 99.78 a
Com filtro 72.83 a 91.03 a 99.60 a

Fonte: Dados primarios, 2012

Médias seguidas de mesma letra nas colunas nao diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de nivel de significancia.

Observaram-se diferencas significativas em ambas as
metodologias (com filtro e sem filtro) nos tempos de 1 hora e 12
horas. Em 24 horas ndo observaram-se diferencas significativas.

- Desdobramento de tempos dentro de cada local
(Metodologia de contato x Metodologia sem contato ) —
Independente de micro-organismo

Tabela 38 - Regresséo linear (Y, = ; x;- )

Local Equacao de regresséo RA2
Sem filtro Y;=93.16 + 0.32 X; 78.44%
Com filtro Yi=73.54 + 1.16 X; 94.81%

Fonte: Dados primarios, 2012

Tabela 39 - Desdobramento de Micro-organismos dentro de cada tempo
- Independente de local

Micro-organismos 1 hora 12 horas 24 horas
Klebsiella 68.67a  9214al  99.46 al
pneumoniae
Staphylococcus 85.99 b 9042al  99.83al
aureus
Enterococcus 87.39b 98.92 al 99.97 al
Escherichia coli 88.25b 99.06 al 99.50 al

Fonte: Dados primarios, 2012
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Médias seguidas de mesma letra nas colunas nao diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de nivel de significancia.

Observaram-se diferencgas significativas apenas em 1 hora
e com o micro-organismo Klebsiella pneumoniae.

- Desdobramento de tempos dentro de cada Micro-
organismo - Independente de local

Tabela 40 - Regresséo linear (Yi= ; Xi= )

N . Equacéo de A
Micro-organismos regressio R"2

. . Y;=70.38 + 1.33 90.17%
Klebsiella pneumoniae X
{

Yi=84.62 + 0.60 96.79%
Staphylococcus aureus X
{

Enterococcus Yis 88';_7 +0.53 79.21%
1

Escherichia coli Y;=89.65 + 0.48 75.82%
Xi

Fonte: Dados primarios, 2012

Comparando-se a utilizacdo de diferentes tipos de agua,
observou-se pouca diferenca estatistica, mas a agua de poco
artesiano mostrou maior % de reducdo média de UFC/mL,
seguida da agua ultra-pura e por dltimo a agua de processo
industrial. Ao contrario do que se imaginava, as nanoparticulas
tiveram maior eficiéncia em meio com alta concentracdo de
matéria inorganica (dgua de poco artesiano) que em meio neutro,
isento de ions e particulas (agua ultra-pura). Ja a matéria
organica interfere de forma significativa, prejudicando a atividade
das nanoparticulas. Maiores estudos séo necessarios nessa area
para explicar tais fatos.

Os tempos utilizados (To = 1 minuto, T1 = 1 hora, T12 =12
horas e T24 = 24 horas) se mostraram adequados. Apenas nos
casos em que houve o problema de reaparecimento de micro-
organismos em 24 horas que seria interessante o acréscimo dos
tempos T36 = 36 horas e T48 = 48 horas, para verificar a
multiplicacéo continua ou estagnacéo do micro-organismo.



108

3.4 CONCLUSOES

— Existe diferenca na interacao das nanoparticulas de prata
em diferentes amostras de &agua: maior eficiéncia em
agua subterranea, seguida da agua ultrapura e por fim a
agua de processo da indastria de alimentos.
Comparando-se estatisticamente a agua subterrdnea
com a agua de processo industrial, independente do
tempo e da quantidade de pellets utlizada, a agua
subterrdnea mostrou maior % média de reducao.

— As analises fisico-quimicas confirmaram a caracteristica
de cada tipo de agua, com maior porcentagem de matéria
organica (dgua de processo da industria) e matéria
inorganica (dgua subterranea).

— Sao necessarios maiores estudos e testes para certificar-
se que é necessario o contato do micro-organismo com
as nanoparticulas para maior eficiéncia. Avaliando-se as
duas metodologias em relacdo a % de reducdo média de
UFC/mL, na agua ultrapura (Unico tipo de agua testado
no filtro), ambas tiveram significancia. Entretanto né&o
pode-se afirmar que uma ou outra metodologia € mais
eficaz, séo necessérios maiores estudos.

— Nao existe grande diferenca na atividade antimicrobiana
das nanoparticulas frente a Gram-positivos e Gram-
negativos.

— Apesar de vérios ensaios terem mostrado a % de
reducdo de micro-organismos chegando a 100% na
primeira hora com a utilizacdo de 20g de pellets, de
acordo com as analises estatisticas ndo € possivel
afirmar que a maior quantidade de pellets promove maior
reducdo. Sao necessarios estudos posteriores.

— Necessarios maiores estudos em relagdo a sintese de
nanoparticulas de prata como: reducao de custo de sua
sintese para viabilizar sua utilizacdo em larga escala; sua
impregnacdo em matrizes diferentes das utilizadas;
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micro-organismos diferentes  com metodologias
diferenciadas.

— Importante realizagdo de pesquisas com outros metais
(ouro, cobre) associados a nanotecnologia para auxiliar
na desinfeccdo de agua de consumo e também nos
problemas com a utilizacdo da agua na indudstria de
alimentos.
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