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RESUMO

Neste trabalho, foi avaliada a eficiéncia na desinfeccdo da agua empregando nanoparticulas de prata
funcionalizadas (AgNPs) em percentuais de 0,05%, 0,10% e 0.50% em massa em matriz polimérica
(poliamida-66) para o tempo de residéncia de 3 horas. Os ensaios foram realizados empregando a metodologia
preconizada no Standard Test Method for determining the Antimicrobial Agents Under Dynamic Contact
Conditions (ASTME-21,49,2001), avaliando as analises microbioldgicas de coliformes fecais, especificamente
a E.coli. Observou-se que ap6s 24 horas de incubacdo, as amostras com 0,05% de AgNPs, sob agitacdo a
temperatura ambiente (25°C) e 35°C, apresentaram respectivamente 97% e 98,2% de acdoantibacteriana,
guando avaliado o indice de unidades formadoras de col6nia (UFC) por 100 mL com a amostra branco. Os
pellets funcionalizados, foram submetidos a ensaios de lixiviacdo para avaliar a taxa de migracao da prata para
a dgua empregando-se a técnica de Espectroscopia de Massa Atdmica com Plasma Induzido (ICP-MS). Pode-
se observar que a concentracdes de 0,05% e 0,10% de AgNPs, na matriz polimérica, apresentaram valores de
deteccdo inferior ao limite reportado pelo Conama 357/2005 (0,010 mg/L para a prata) e superior para a
concentracéo de 0,50% (0,052 mg/L).

PALAVRAS-CHAVE: Nanoparticulas de prata, desinfeccdo, ICP-MS.

INTRODUCAO

A &gua é um recurso natural de valor inestimavel. Mais que um insumo indispensavel & producédo, é um recurso
estratégico para o desenvolvimento econémico, vital para a manutengdo dos ciclos bioldgicos, geolégicos e
quimicos, além de manter em equilibrio os ecossistemas.

O mundo esta enfrentando desafios em atender as demandas crescentes de agua potavel, uma vez que as fontes
disponiveis de agua doce estdo diminuindo devido a secas prolongadas (VOROSMARTY et al, 2000). Antes
de chegar as residéncias, a agua deve receber um tratamento de desinfec¢do para assim assegurar a sua
gualidade. Estudos recentes reportam a existéncia de 1 bilhdo de pessoas sem acesso a dgua potavel no mundo.
Segundo a Organizacéo das Na¢6es Unidas (ONU, 2010), a cada oito segundos morre uma crianga no planeta
em decorréncia de doencas relacionadas ao consumo de agua contaminada. O mesmo estudo revela que cerca
de 17 milhGes de brasileiros ndo possuem acesso a agua potavel.

Grande parte dos agentes patogénicos de veiculagdo hidrica possuem origem nas fezes de individuos doentes.
Por esta razdo, uma condigdo para a avaliacdo da qualidade microbioldgica da agua é o exame de indicadores
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de contaminacéo fecal (AMARAL et al., 2003). Os coliformes estdo presentes em quantidades elevadas nas
fezes humana e de animais de sangue quente. A sua ocorréncia na agua indica a possivel presenca de agentes
patogénicos. Os principais indicadores de contaminagfes fecais sdo as concentracdes elevadas de coliformes
totais e fecais, expressa em nimero de micro-organismos por 100 mililitros de agua. Amson (2001), reporta
que as doencas transmitidas por alimentos (DTAs) séo causadas por agentes bioldgicos, quimicos ou fisicos,
adquiridos pelo organismo humano por meio da ingestéo de agua ou alimentos contaminados.

Os bioindicadores sdo espécies, nas quais a presenca, quantidade e distribuicdo sugerem o potencial impacto
ambiental em um ecossistema aquatico e sua bacia de drenagem, permitindo a avaliacéo integrada dos efeitos
ecoldgicos causados por multiplas fontes de poluicdo (CALLISTO; GONCALVES, 2005). Para a analise da
dgua, utiliza-se a bactéria E.coli como organismo indicador de contaminagéo fecal, uma vez que a presenca
desta aponta para uma possivel contaminacdo, impactando no decréscimo da qualidade microbiol6gica dessa.
Este microrganismo, quando detectado em uma amostra de &gua, evidéncia diretamente a contaminacéao fecal
recente, sugerindo a presenca de patdgenos entéricos (POPE et al, 2003).

O desenvolvimento dos novos materias com propriedades especificas e controlaveis a nivel molecular, é objete
de estudo de muitos pesquisadores, do que se convencionou chamar de nanociéncia e nanotecnologia
(SCEMAN, 2003).

Os nanomateriais possuem dimensdes na escala nanométrica (entre 1 e 100 nm) e usualmente exibem
significativas alteracBes nas diversas propriedades que os mesmos materiais apresentam na escala macroscépia
de tamanho. A principal razdo pra isso é a elevada area superficial por volume exibida pelos materiais quando
se encontram na escala nanométrica de tamanhos.

A ciéncia da nanotecnologia tem despertado interesse significativo de linhas de pesquisa no ambito das
aplicacfes dos nanomateriais em questdes relacionadas notadamente ao meio ambiente (YEHIA, 2007). Neste
contexto, um dos principais objetivos tem sido explorar o potencial dos nanomateriais para aprimorar
processos convencionais de tratamento de agua. No decorrer dos Ultimos anos, intensas pesquisas foram
realizadas com a utilizacdo de prata na desinfeccdo de agua, ja que a mesma apresenta propriedades
antimicrobianas para um largo espectro de micro-organismos (ZHANG, 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 (KIM, 2007).

Dentre 0os nanomateriais com propriedades antibacterianas, as nanoparticulas de prata, por apresentarem
elevada érea superficial por volume, resultam numa aceleracdo da cinética de oxidacdo, aumentando a
libertagdo de ions de prata, consequentemente, aumentando a eficiéncia da acdo bactericida. Conforme
reportado por Alizadeh (2013), diferentes estudos tém apresentado resultados da atividade antimicrobiana das
nanoparticulas de prata em bactérias como Escherichia coli, Pseudonomas aeruginosa e Salmonela typhy.
Estes estudos sugerem que as nanoparticulas de prata rompem a superficie da membrana celular e se difundem
para o interior da bactéria.

Neste contexto, o uso da nanotecnologia no tratamento de agua e de efluentes promove ndo somente a
superagdo dos desafios enfrentados pelas tecnologias convencionais de tratamento, mas também possibilita o
desenvolvimento de novas formas de tratamento, as quais permitam a utilizagdo sustentavel dos recursos
hidricos, visando globalizar o abastecimento de agua (THERON, 2008).Muitas esta¢des de tratamento de agua
brasileiras encontram-se ou trabalhando acima de sua capacidade ou produzindo agua com qualidade
insatisfatoria. Procurando suprir a demanda sempre crescente de agua, mantendo sua qualidade, defronta-se
com a escassez de recursos. A partir de tal constatacdo, faz-se necessario que se investiguem em laboratdrio
novas tecnologias, que permitam estudar as inimeras possibilidades de se obter &gua em quantidade mantendo
a qualidade e custos baixos.

MATERIAIS E METODOS

A sintese das nanoparticulas de prata consiste basicamente na redugdo dos ions de prata provenientes de uma
solucéo de de nitrato de prata (AgNO3), seguido da estabilizagdo das nanoparticulas resultantes (PRAUS et al.,
2009). As reagdes de sintese das nanoparticulas de prata foram conduzidas em um reator de boro-silicato com
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capacidade de 200 ml, operando em regime semi-continuo e sob condi¢cGes de temperatura e agitacao
controladas.

De acordo com o procedimento adotado, o reator é inicialmente preenchido com 180 ml de agua deionizada e,
em seguida, sao dosados o sal do metal precursor (nitrato de prata) e o agente estabilizante. Ap6s a completa
dissolucdo do sal metalico e mistura com a agente estabilizante, 20 ml de uma solugdo aquosa gelada contendo
0 agente redutor é adicionado ao meio reacional com vazao controlada por uma bureta. Ao término da dosagem
do agente redutor, o sistema é mantido sob frequéncia de agitacdo de 600 min™, 20°C por 10 minutos para
garantir o término da reagéo.

Na etapa seguinte silica em po é adicionada a dispersdo coloidal de prata metalica e a suspensdo originada é
mantida sob agitacdo por 30 minutos. Apoés a agitacdo, o sistema é mantido em repouso para sedimentacao das
particulas de silica funcionalizadas com as nanoparticulas de prata. Esta silica é entdo separada do
sobrenadante mediante o uso de um funil de separacéo e, posteriormente, submetida a um processo de secagem
a 50°C por 48 horas. O p6 resultante de coloragdo amarronzada, conforme mostrado na Figura 1, foi utilizado
como aditivo antibacteriano incorporado na matriz de poliamida 66 para producdo dos pellets que foram
usados na desinfeccdo da agua

Figura 1 — AgNPs obtido ap6s a etapa de moagem.

O sistema de incorporacdo do p6 com AgNPs na poliamida 66 como substrato foi realizada em uma extrusora
da marca Cristal Master Modelo GR 001 (Figura 2) a uma temperatura de 250°C e velocidade de dosagem de
12,60 min™. Na etapa final os filamentos de Poliamida incorporados com AgNPs foram inseridos em um
granulador da marca SAGEC Modelo S650/2 e pellets funcionalizados com aproximadamente 1 cm?®de 4rea e
2,5 g cada e concentrac@es de 0,05%, 0,10% e 0,50% foram obtidos.

Figura 2 — Extrusora empregada na obtencédo de AgNPs incorporadas na poliamida.

Apo6s a obtencdo dos pellets, os mesmos foram submetidos a ensaios microbioldgicos. Optou-se em usar a
bactéria E.coli como bioindicador de contaminagdo fecal testando a quantidade da mesma por meio do teste
dos tubos multiplos sugerido pelo manual de procedimentos ASTM E-2149.
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Primeiramente foi preparada uma solucdo aquosa destilada e deionizada, e como inoculo foi utilizado E. coli
em meio de cultura prépria sob agitacdo por um periodo de 24 horas. Essa solugdo foi submetida a uma
diluicdo 10 ml de agua destilada e esterilizada a qual foi inoculada 1 ml de solucéo concentrada de E.coli, por
meio de 5 dilui¢Oes sucessivas. Presume-se que a técnica permite simular uma demanda de concentracéo de
bactérias em meio aquoso proxima as encontradas em aguas para consumo sem tratamento prévio com alta
concentragdo de contaminacéo fecal.

O teste de eficiéncia microbiana dos pellets foi avaliado primeiramente de maneira qualitativa e posteriormente
quantitativa.

Primeiramente, uma solu¢do inoculo de 1 ml de solucdo aquosa de E.coli com nanopartiulas de prata
funcionalizadas por um tempo de residéncia de 3 horas, foram despejados em uma placa de petri com meio de
cultura proprio para o crescimento de bactérias do grupo das E.coli. Em outra placa com o mesmo meio, foi
inoculado uma amostra branco, contendo apenas 1 ml de solugdo aquosa da bactéria em questdo. O teste foi
realizado em duplicata e ap6s inoculagdo, as mostras foram incubadas por 24 horas a 35C. A verifica¢do do
crescimento bacteriano na placa contendo apenas a amostra branco foi muito maior que a placa com AgNPs na
qual ndo houve crescimento bacteriano algum. A Tabela 1 a seguir mostra o resultado obtido.

Tabela 1- Comparacéo entre placas
Amostra Branco ap6s 24 horas Amostra com AgNPs ap6s 24 horas

Verificou-se pela técnica que ndo ha presenca de E.coli no meio com nanoparticulas de prata. Procedeu-se 0
ensaio de quantificacdo da eficiéncia do mesmo por meio da insercdo de 20 g de pellets funcionalizados com
AgNPs em 100 ml de &gua deionizada e esterilizada. Nesta mistura adicionou-se 1 ml de solu¢do aquosa
diluida de E.coli e posteriormente a mistura foi submetida a agitacdo constante por um tempo de residéncia de
3 horas. Este procedimento foi realizado em duplicata para cada uma das concentracGes de prata estudadas:
0,05%, 0,10% e 0,50%.

Os ensaios microbiologicos referentes a potabilidade da agua foram realizados via Técnica em Fermentacao de
Tubos Multiplos (TFTM). Conforme referenciado por Apha (1998), nesta técnica, ap6s homogeneizacao,
aliquotas e ou dilui¢des do produto a ser analisado s&o transferidas para tubos de ensaios contendo o meio de
cultura apropriado e um tubo coletor de gés (tubo de Durhan). Todos os tubos sdo incubados, e, em seguida, 0s
positivos sdo identificados. Posteriormente, as amostras que apresentarem resultado positivo quanto a presenca
de coliformes, sdo submetidas a 5 dilui¢des e subdivididas em 5 grupos de 5 tubos de ensaio.

Apo6s o intervalo de 24 horas, esses tubos com as respectivas dilui¢des, sdo submetidos a luz ultravioleta para
identificar aqueles com luminescéncia azul, indicando a presenca de E.coli. Na Figura 4 é apresentada uma
comparacdo de coloragdo entre tubos. O tubo situado & direita, com coloragdo verde, indica que ndo ha
presenca de E.coli enquanto que o da esquerda como coloracdo azul indica a presenca de E.coli.
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Figura 4 - Luminescéncia azulada indicando a presenca de E.coli.

A técnica ICP-MS (Espectroscopia de massa atdmica de plasma acoplado indutivamente) foi selecionada para
quantificar a concentracdo de ifons de prata lixiviados dos pellets de poliamida com AgNPs apés 3 horas de
contato com as amostras de agua contaminadas com E. coli. O teste de lixiviagdo de prata foi realizado pelo
Laboratério Beckauser e Barros (LABB) da cidade de Blumenau/SC. As amostras com 0,05%, 0,10% e 0,50%
foram preparadas para a determinagdo de Ag* com a adigdo de Rddio como padréo interno na concentragio de
5 pg/L e de HNO;z na proporcdo 1% v/v. A mesma metodologia foi empregada para as solugdes de calibracdo e
para o branco. Utilizou-se a nebulizagdo pneumatica e gas argonio 99,996%.

RESULTADOS E CONCLUSOES

Os resultados apresentados na Tabela 2 abaixo representam os testes quantitativos da presenca de E. Coli
relativo aos ensaios com tempo de residéncia de 3 horas nas condi¢des de temperatura ambiente e 35C° com 0s
pellets funcionalizados com 0,05% AgNPs. A temperatura de 35C° foi escolhida, visto que é a temperatura
Otima para crescimento bacteriol6gico em meio de cultura para a E.coli.

Os testes microbioldgicos foram realizados apenas com os pellets na concentracdo de 0,05% em funcdo dos
resultados de ICP, indicam uma lixiviacdo de prata das amostras com 0,10 e 0,50% de AgNPs acima da
permitida pela legislacdo. Todos os ensaios foram realizados em duplicata e os resultados a seguir sdo a média
aritmética dos resultados obtido em laboratério.

Tabela 2 — Ensaios microbioldgicos de E. Coli em agua artificialmente contaminada de acordo
com a norma ASTM E-2149 - % da média de reducdo em UFC/100mL.

Branco com Branco com 0,05 % com 0,05 % com
agitacdo por 3 agitacdo por 3 | agitacéo por 3 horas agitacdo por 3
horas a horas a 35C° a temperatura horas a 35C°
temperatura ambiente
ambiente
UFC/100ml 30000 50000 900 900

Os resultados apresentados na Tabela 1 sugerem uma eficiéncia de 97% de declinio bacteriano de E.coli nas
condicBes de agitacdo a temperatura ambiente e nas condi¢des de agitacdo a 35C°, uma eficiéncia de 98,2 %.
Vale ressaltar que os valores obtidos ndo enquadram a amostra nos padrGes de potabilidade, porém em
amostras com um menor valor inicial deste indicador pode ocorrer a possibilidade de se alcancar o indice de 0
UFC/100 ml, tornando assim a agua prdpria para consumo de acordo com a portaria 2914/11 do Ministério da
Saude. Exemplo de métodos de remocdo de E.coli, com indices satisfatorios, porém ndo suficientes para o
padrdo de potabilidade, é apresentado por ANDRIOTTI. C et al, 2004. Em estudos de sistemas de desinfeccdo
convencionais, com uso de decantadores e filtros de areia, o indice de remocéo deste indicador atingiu valores
de 96%, porém também ndo alcancando a eficiéncia exigida pela norma.

Os resultados apresentados Tabela 3 representam a lixiviacdo da prata referentes aos ensaios realizados de
Espectroscopia de Massa Atdmica com Plasma Induzido (ICP-MS). Foram empregadas diferentes
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concentragcBes de pellets funcionalizados de AgNPs aderidas nos substratos de Poliamida (PA) 66 nas
seguintes concentragdes: 0,05%, 0,10% e 0,50%.

Tabela 3- Resultados provenientes de lixiviacdo da prata via técnica de ICP-MS.

Tempo de residéncia 3 | Concentracdo de prata na
h agua (mg/L)
0,05% < 0,010
0,10% < 0,010
0,50% 0,052
Branco -X-

Os resultados apresentados na Tabela 3 representam a lixiviacdo de prata proveniente dos pellets de poliamida
para a agua durante os ensaios com tempo de residéncia de 3 horas. Comparando-se as concentracGes das
AgNPs empregadas, os pellets com 0,50% e 0,10% apresentam valores de concentracdo de lixiviagdo maiores
da prata para a 4gua em teste. Somente os pellets em concentragdo de 0,05% apontaram valores minimos de
lixiviagdo de prata abaixo do permitido pela legislagdo e, por esta razdo, foram utilizados nos testes
microbiologicos.

Liu e Hurt (2010) relataram a liberagdo i6nica da prata na 4gua em testes com formulagéo de 0,10% de prata,
justificados pela sua elevada forca idnica e solubilidade. Testes sub-agudos de toxicidade mostraram que ratos
toleraram doses de 1000 mg.kg-1 de Ag-NPs sem alteracOes significativas no peso corporal, porém houve
aumento da fosfatase alcalina e dos niveis de colesterol com doses acima de 300 mg.Kg-1, o que indica
alteragdes funcionais do tecido hepatico (KIM et al., 2008)
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