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Resumo

A presenca de bactérias patogénicas como a Salmonella spp e o Staphylococcus aureus nos aviarios resulta em enormes
perdas econdmicas, influenciando no desempenho e qualidade do frango de corte. Essas bactérias causam intoxicagdes
alimentares devido ao consumo de alimentos contendo enterotoxinas termoestaveis produzidas por elas. Estudos
mostram que os antibidticos utilizados na avicultura podem provocar reagdes alérgicas aos seres humanos além de
elevar a resisténcia bacteriana ao tratamento. As nanoparticulas de 6xido de zinco, NPs-ZnO, tém sido estudadas devido
ao seu excelente potencial antimicrobiano e pelo zinco ser reconhecido como substancia segura para consumo em baixas
concentragdes. Além disso o zinco é um micronutriente metabolizado pelo organismo do frango e do ser humano, néo
sendo uma substancia téxica. Portanto este trabalho teve como objetivo agregar a propriedade antimicrobiana a racao
para frango através da adicdo de NPs-ZnO e avaliar a atividade antibacteriana frente & bactérias Gram-negativas
Salmonella Typhimurium e Gram-positivas Staphylococcus aureus. Foram avaliadas diferentes proporcdes das NPs-
ZnO na ragdo (1, 2, 3, 4 e 5%, g g'1), por meio de difusdo em meio sélido, concentragdo inibitéria minima e curva de
crescimento. Verificou-se que a concentracdo de 3% (g g™*) das NPs-ZnO foi a concentragdo minima necessaria para
evitar o crescimento das bactérias estudadas, podendo ser aplicada em ragdo para frango a fim de protegé-los de
potenciais contaminacdes por bactérias patogénicas presente nas granjas.
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Palavras-chave: Racdo para frango de corte; NPs-ZnO; Atividade antibacteriana; Salmonella Typhimurium;
Staphylococcus aureus.

Abstract

The presence of pathogenic bacteria such as Salmonella spp and Staphylococcus aureus in poultry houses results in
huge economic losses, influencing the performance and quality of broiler chicken. These bacteria cause food poisoning
due to the consumption of foods containing thermostable enterotoxins produced by them. Studies show that antibiotics
used in poultry can cause allergic reactions to humans in addition to increasing bacterial resistance to treatment. Zinc
oxide nanoparticles, NPs-ZnO, have been studied because of their excellent antimicrobial potential and because zinc
oxide is recognized as a safe substance for consumption at low concentrations. In addition zinc is a micronutrient
metabolized by the poultry organism and humans, not being a toxic substance. So the objective of this study was to add
antimicrobial properties to poultry feed by the addition of NPs-ZnO and to evaluate antibacterial activity against Gram-
negative Salmonella Typhimurium and Gram-positive Staphylococcus aureus bacteria. Different ratios of NPs-ZnO in
the diet (1, 2, 3, 4 and 5%, mg g) were evaluated by solid diffusion, minimum inhibitory concentration and growth
curve. It was found that the concentration of 3% (mg g*) of NPs-ZnO was the lowest necessary to prevent the growth
of studied bacteria being able to be applied in poultry feed to protect them from potential pathogenic bacteria present in
the farms.

Keyword: Feed for broiler poultry; NPs-ZnO; Antibacterial activity; Salmonella Typhimurium; Staphylococcus aureus.

Resumen

La presencia de bacterias patégenas como Salmonella spp y Staphylococcus aureus en los aviarios genera enormes
pérdidas econdmicas que influyen en el rendimiento y la calidad del pollo de engorde. Estas bacterias provocan
intoxicaciones alimentarias debido al consumo de alimentos que contienen enterotoxinas termoestables producidas por
ellas. Los estudios demuestran que los antibiodticos utilizados en la produccién de pollo pueden provocar reacciones
alérgicas en los seres humanos ademas de aumentar la resistencia bacteriana al tratamiento. Las nanoparticulas de 6xido
de zinc, NPs-ZnO, han sido estudiadas por su excelente potencial antimicrobiano y porque el zinc es reconocido como
una sustancia segura para el consumo en bajas concentraciones.Ademas, el zinc es un micronutriente metabolizado por
el pollo y el organismo humano, y no es una sustancia téxica. Por lo tanto, este trabajo tuvo como objetivo agregar la
propiedad antimicrobiana a la alimentacion de los pollos mediante la adicion de NPs-ZnO y evaluar la actividad
antibacteriana contra las bacterias Gram negativas Salmonella Typhimurium y Gram positivas Staphylococcus aureus.
Se evaluaron diferentes proporciones de NPs-ZnO en la dieta (1, 2, 3, 4 y 5%, mg g*) mediante difusion en medio
sélido, concentracién minima inhibitoria y curva de crecimiento. Se encontré que la concentracion de 3% (mg g') de
NPs-ZnO fue la concentracién mas baja necesaria para prevenir el crecimiento de las bacterias estudiadas, y se puede
aplicar en la alimentacion de los pollos para protegerlos de una posible contaminacién por bacterias patégenas presentes
en granjas.

Palabras clave: Alimento para pollos de engorde; NPs-ZnO; Actividad antibacterial; Salmonella Typhimurium;
Staphylococcus aureus.

1. Introducéo

A avicultura mundial se destaca entre as atividades do setor agropecuario com indices de produgdo em constante
crescimento, e as atuais previsdes globais afirmam que até 2025 a carne de frango tera o nivel mais alto de produgdo e consumo,
quando comparado a carne bovina, suina e ovina (OECD/FAO, 2016). No Brasil, a avicultura é uma importante atividade
econdmica devido ao reconhecimento da producdo brasileira, as exportaces dos produtos, bem como o alto indice de
empregabilidade (Carvalho Janior & Giarola, 2020). Isso classifica o Brasil como um grande produtor de carne de frango e
segundo dados da ABPA (Associacdo Brasileira de Proteina Animal), em 2020, a produgdo neste segmento foi de 13,845 milhdes
de toneladas, colocando o pais na posicao de terceiro maior produtor e maior exportador mundial, mantendo sua posi¢do do ano
anterior, conforme mostra o Relatério Anual da Associacdo Brasileira da Proteina Animal — ABPA (2021).

Um dos maiores problemas na avicultura, mesmo nas granjas mais modernizadas, € a presenca de bactérias patogénicas,
destacando-se a Salmonella spp, pois resultam em enormes perdas econémicas devido a alta mortalidade dos frangos, custos
elevados com medicamentos e erradicacdo, perda de qualidade e, além disso, alguns sorotipos de Salmonella spp. sdo agentes
causadores de enfermidades sistémicas e gastroentéricas em seres humanos (Oliveira, et al., 2007; Boni, et al., 2011; Borges, et
al., 2017; Tozzo, et al., 2018; Webber, et al., 2019). A salmonela é uma bactéria gram-negativa que esta presente em muitas

fontes de alimentos e faz parte da flora de certas espécies animais, como as aves. E mesmo sendo encontrada nos animais, como
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parte da flora natural, quando ha um desequilibrio, resulta em infeccéo intestinal severa que, muitas vezes, pode ser fatal ao
animal. Para os seres humanos ela é um verdadeiro risco a saide. Apesar de todos os cuidados que o produtor tem na propriedade
e todas as situagGes para contencao da doenga nos aviarios brasileiros com uma industria altamente especializada, os casos ainda
sdo recorrentes no Brasil (Oliveira, et al., 2007; Strockbine, et al., 2015; Tozzo, et al., 2018; Antonelli, et al., 2019; Webber, et
al., 2019).

Atualmente a forma utilizada para controlar os agentes patogénicos do trato gastrintestinal do frango de corte é a
aplicacdo de antibidticos e outras preparagdes quimicas presentes na racdo. Porém o uso extensivo destes produtos promove a
formacdo de microrganismos resistentes, gerando tratamentos ndo-efetivos (Amiranashvili, et al., 2016). Além de que o uso
intensivo de antibioticos pode desencadear problemas potenciais a salde humana, como toxicidade, alergia e resisténcia
bacteriana, trazendo preocupacgoes relacionadas a sadde publica (Costa Leite, et al., 2012; Maciel, Machado & Avancini, 2019;
Antonelli, et al., 2019).

Para manter-se no patamar de maior exportador, o Brasil tem buscado se adaptar as exigéncias internacionais, atendendo
as legislagdes vigentes sobre as restricBes do uso de antibioticos (Brasil, 2018). No Brasil, o Ministério da Agricultura Pecudria
e Abastecimento — MAPA, publicou a Portaria n® 171, de 13 de dezembro de 2018, que informa sobre a intensdo de proibicéo
de uso de antimicrobianos com a finalidade de aditivos melhoradores de desempenho de alimentos (Brasil, 2018). Alguns
antibioticos ja foram proibidos de serem adicionados em rac@es para frangos, como por exemplo, o cloranfenicol, tetraciclinas,
sulfonamidas sistémicas, penicilinas, nitrofuranos e sulfato de colistina (Brasil, 2009; Brasil, 2016), porém a Portaria n® 171
aponta outros possiveis de serem proibidos (Brasil, 2018). Assim, este setor de produc¢do necessita de alternativas que mantenham
bons resultados de desempenho e produtividade, e evitem a contaminagao por microrganismos patégenos, tendo como resultado
a producao de alimentos seguros e saudaveis para o consumo humano (Souza Santana, et al., 2011; Embrapa, 2018). Portanto,
materiais antimicrobianos como extratos vegetais, 6leos naturais e nanoparticulas de 6xidos metalicos, podem ser uma alternativa
em substituicdo aos antibidticos utilizados atualmente em ragdes para frangos, visando manter os resultados de desempenho
obtidos com os antibioticos e reduzindo a possibilidade de resisténcia bacteriana (Costa Leite, et al., 2012; El Asbahani, et al.,
2015; Zanetti, et al., 2015; Piletti, et al., 2019).

Dentre os 6xidos metalicos, compostos a base de zinco tem se mostrado eficientes quando usados como agentes
antimicrobianos (Kirschner, et al., 2017; Capelezzo, et al., 2018). O zinco é um oligoelemento vital e benéfico aos seres humanos
por ser um micronutriente metabolizado pelo corpo humano e embora encontrado em pequenas quantidades, desempenha uma
variedade de funcdes em relacdo ao sistema imune, a divisdo celular, fertilidade, manutencdo e crescimento corporal
(Balasubramanian, et al., 2015). Além disso apresenta capacidade de resistir a rigorosas condigdes de processamento, elevada
area superficial em relagdo ao volume e propriedades quimicas e fisicas Unicas, possuindo estabilidade material, atividade
antimicrobiana e baixo custo (Moezzi, et al., 2012; Nafchi, et al., 2012; Khodja, et al., 2014; Akbar & Kumar, 2014; Khezerlou,
et al., 2018).

O oxido de zinco (Zn0O) é considerado um material atéxico e altamente seguro e € um dos compostos listados pela FDA
(Food and Drug Administration) como GRAS (Generally recognized as safe) (Doumbia, et al., 2015; FDA, 2014), e gragas as
suas excelentes propriedades, como a antimicrobiana e antifingica, € amplamente empregado nos mais diversos segmentos
(Emamifar & Mohammadizadeh, 2015; Beigmohammadi, et al., 2016; Esmailzadeh, et al., 2016), entre eles no setor de
embalagens (Sung, et al., 2013; Capelezzo, et al., 2018), preservacdo de alimentos (Espitia, et al., 2012) e para aplicacBes na
area médica (Mirza, et al., 2015; Thaya, et al., 2016; Xiang, et al., 2017; Khezerlou, et al., 2018).

Aplicacdes de nanotecnologias estdo sendo estudadas para trazer grandes beneficios e para agregar valor aos produtos
obtidos nas industrias de alimentos (Rossi, et al., 2014; Sekhon, 2014). As nanoparticulas apresentam suas propriedades de forma

mais intensa mesmo em menor quantidade, quando comparado aos compostos tradicionais, devido a mudanca na propor¢édo
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superficie-volume (Perez, et al., 2012; Khezerlou, et al., 2018). Quanto a propriedade antimicrobiana, o aumento da area
superficial de superficie destes materiais permite uma maior interagao através das membranas celulares dos microrganismos,
aumentando assim a capacidade de absorcdo e de migragdo dos compostos (Beigmohammadi, et al., 2016; Khezerlou, et al.,
2018; Youssef & El-Sayed, 2018). A atividade antimicrobiana das NPs-ZnO pode ser atribuida a mecanismos, como: a liberagdo
de fons de zinco (Zn*?); a interacdo das nanoparticulas com a parede celular da bactéria danificando a integridade celular e a
formacdo de espécies reativas de oxigénio, ROS (Reactive Oxidative Species) (Doumbia, et al., 2015; Jalal, et al., 2010;
Kasemets, et al., 2009; Sirelkhatim, et al., 2015). Diversos pesquisadores tém demostrado que as NPs-ZnO apresentam potencial
antimicrobiano frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Salmonella
entérica, S. Typhimurium, Aspergillus brasiliensis, Candida albicans e Penicillium notatum (Akbar & Kumar, 2014; Busi, et
al., 2016; Pasquet, et al., 2014; Rana & Singh, 2016; Sahin, et al., 2017; Porto, et al.; 2017; Dobrucka & Dugaszewska, 2016).

Dessa forma, agregar a propriedade antimicrobiana a racéo para frango de corte, através da adi¢éo de nanoparticulas de
oOxido de zinco, a fim de evitar a proliferacdo de bactérias indesejaveis, que podem estar presentes na ragdo disponivel para o
frango consumir, e assim protegendo-o na fase inicial que é a fase mais vulneravel a contaminacéo por bactérias patogénicas, se
torna um desafio. Portanto o objetivo desta pesquisa foi obter uma racdo para frango de corte na fase inicial com eficiente acéo
antibacteriana, frente a bactérias Gram-negativa, Salmonella Typhimurium, e Gram-positiva, Staphylococcus aureus, através da
adicdo de nanoparticulas de 6xido de zinco e assim identificar a concentracdo ideal das NPs-ZnO que deve ser adicionada na
racdo para tal acdo ser efetiva.

2. Metodologia

A pesquisa é classificada quanto a natureza aplicada, possuindo abordagem de natureza quantitativa. Quanto ao enfoque,

consiste em uma pesquisa explicativa com procedimentos técnicos, classificada como estudo experimental (Pereira, et al., 2018).

2.1 Material

A ragdo, utilizada para a realizacdo desta pesquisa, € uma mistura pronta, adquirida comercialmente, a qual é
armazenada em uma embalagem pléstica de 5 kg e com vida Util de trés meses, com composicéo de acordo com a necessidade
nutricional para a fase inicial do frango de corte. Dentre os micronutrientes a racdo continha 40 mg kg™ de zinco em sua
composi¢do. Como aditivo antimicrobiano foram utilizadas nanoparticulas de 6xido de zinco, NPs-ZnO, cedidas pela Kher
Chemical Research, e 6xido de zinco, ZnO (marca Sigma-Aldrich, padrdo PA). Os ensaios de atividade antimicrobiana foram
realizados com cepas de bactérias padrdo Gram-negativa e Gram-positiva, Salmonella Typhimurium ATCC 14028, e

Staphylococcus aureus ATCC 25923, respectivamente.

2.2 Caracterizagdo morfologica das NPs-ZnO

Uma amostra das nanoparticulas de 6xido de zinco, NPs-ZnO, foi analisada morfologicamente através da microscopia
eletronica de varredura com canho de campo de emissdo (MEV-FEG), a fim de verificar sua estrutura e determinar seu tamanho
e formato. O ensaio morfolégico foi realizado em um equipamento de MEV-FEG (modelo Tescan) no laboratério de polimeros-
LPOL da Universidade de Caxias do Sul — UCS.

2.3 Andlise microbiolédgica da ragdo para frango sem aditivo
Para avaliar microbiologicamente a racdo para frango utilizada, realizou-se a técnica de Contagem Padrdo de
Microrganismos Mesdéfilos Aerobios Viadveis a 30 °C, conforme metodologia apresentada na 1SO 4833:2013 e o ensaio de

contagem de bolores e leveduras, pela técnica de Petrifilm, de acordo com a metodologia descrita pela AOAC- Official Method
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997.02 (AOAC, 2019). Realizou-se a leitura do nimero de coldnias que se desenvolveram na placa, com auxilio de um contador
de colbnias (marca Quimis, modelo 290/0), selecionando as placas que continham entre 30 e 300 coldnias. Utilizou-se a Equacgéo
(1), conforme recomendado pela ISO 7218:2013 (ISO, 2013), para obter a concentracdo bacteriana na racéo.

C
N = ﬁ 1)
Em que:
N = Contagem de meso6filos (UFC g™);
C = Numero de colbnias contadas na placa (coldnias);
v = Volume da amostra (mL);
d = Dilui¢do utilizada (adimensional);

1,1= Fator de corre¢do (adimensional).

2.4 Caracteriza¢do microbiolégica das NPs-ZnO

As metodologias empregadas para determinar a atividade antimicrobiana dos aditivos NPs-ZnO e do ZnO, e da racéo
sem aditivo e aditivadas com diferentes concentracdes, frente as bactérias S. Typhimurium e S. aureus foram: Difusdo em meio
s6lido a partir de orificio, teste de atividade antimicrobiana para materiais antimicrobianos determinado pela JIS Z 2801:2000
(JIS, 2000) e I1SO 22196:2007 (1SO, 2007) e curva de crescimento, detalhados a seguir.

2.4.1 Preparo dos in6culos

As suspensdes bacterianas (S. Typhimurium e S. aureus), mantidas em agar estoque e conservadas a aproximadamente
-16 °C, foram transferidas com auxilio de uma al¢a de semeadura estéril para tubos de caldo Brain Heart Infusion (BHI, marca
Himedia) e mantidas por 24 h a 35 °C em estufa bacteriolégica (marca Quimis, modelo Q316m5). A concentragdo do in6culo
foi padronizada em solucéo salina estéril (0,85%), comparando a turbidez do in6culo com o padréo 0,5 da escala de McFarland
em espectrofotdmetro (marca Bel photonics, modelo 1105). As amostras foram observadas no comprimento de onda de 625 nm,
em que para a absorbancia variando de 0,08 a 0,10, resulta numa suspenséo contendo aproximadamente de 1 a 2x108 UFC mL™

da referida bactéria.

2.4.2 Difusdo em meio solido a partir de orificio dos aditivos utilizados (NPs-ZnO e ZnO) e da ragéo sem aditivo

O teste de difusdo em meio solido a partir de orificio foi utilizado com o objetivo de verificar a atividade antibacteriana
dos aditivos utilizados, NPs-ZnO e ZnO, antes de adiciona-los a ra¢do. Esta técnica foi realizada a partir da metodologia descrita
por Alves, et al. (2000), com algumas modificagdes e observando as recomendacdes do CLSI (2012). A concentracao bacteriana
de 108 UFC mL* foi semeada, com o auxilio de swab estéril (marca Absorve), sobre as superficies de placas de Petri estéril, de
90 mm de didmetro, contendo Mieller-Hinton Agar (marca Merck). Em cada placa de petri, foram feitos, com auxilio de um
molde estéril, trés orificios (pocos) equidistantes, com diametro de 8 mm, sendo depositado nestes os aditivos e a ragdo. Os
resultados de atividade antibacteriana foram interpretados de acordo com a metodologia proposta por Alves, et al. (2000), com
adaptacGes, em que para pocos de 8 mm de didmetro a interpretacdo se resumiu da seguinte forma: halo menor que 10 mm o
aditivo é considerado inativo, entre 10 e 13 mm — parcialmente ativo, entre 14 e 19 mm ativo e acima de 19 mm muito ativo.
Através dos resultados obtidos fez-se o tratamento estatistico utilizando o software Statistica 7.0 (StatSoft®), através do teste de
Tukey com 5% de probabilidade (p < 0,05).
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2.4.3 Determinacdo da atividade antimicrobiana através da curva de crescimento bacteriano da racdo aditivada

O ensaio para obtengdo da curva de crescimento bacteriano foi realizado conforme metodologia descrita pela norma
japonesa JIS Z 2801:2000 (JIS, 2000) e 1SO 22196:2007 (1SO, 2007), com algumas modifica¢Ges. Utilizou-se seis amostras da
racao sem a presenca das nanoparticulas, designadas de amostra controle, sendo que, trés destas amostras, foram utilizadas para
medir as células viaveis imediatamente ap6s a inoculacdo, ou seja, no tempo inicial (0 h), e as outras trés amostras foram
utilizadas para o tempo final, ou seja, 24 h apés a inoculacdo. Utilizou-se trés amostras da racéo aditivada para cada concentracéo
da NPs-ZnO (1, 2, 3, e 5%) no tempo 24 h, designadas de amostras teste. As amostras foram preparadas em placas de petri estéril
de 50 mm de didametro e 15 mm de altura, com area de 196,2 mm?2. Nas seis amostras controle adicionou-se a ragdo esterilizada
e o indculo (S. Typhimurium ou S. aureus) na concentracdo de 108 UFC mL™, destas retirou-se trés amostras para fazer a
contagem de células no tempo 0 h e as demais incubou-se em estufa bacteriologica (marca Quimis, modelo 310/3) na temperatura
de 35 + 1°C por 24 h. Nas amostras da ragdo com as NPs-ZnO, adicionou-se 1 g de ra¢do, as concentra¢cdes desejadas das NPs-
ZnO, o inbculo e incubou-se da mesma forma. Imediatamente apds a inoculagdo da bactéria, transferiu-se as trés amostras
controle, com auxilio de uma espatula estéril, para uma embalagem estéril, saco de stomacher (marca Nasco whirl-pak), e entdo
adicionou-se 10 mL de agua salina 0,85% e homogeneizou-se por aproximadamente 1 min, esta amostra correspondeu a amostra
10°. Coletou-se com o auxilio de uma pipeta, 1 mL da amostra 10°, e transferiu-se para um tubo de ensaio contendo 9 mL de
agua salina 0,85%, sendo esta a diluicdo 10, Repetiu-se este procedimento até completar 10 diluicdes seriadas, ou seja, até a
diluicdo 10%°, Retirou-se 1 mL de cada diluicdo e dispensou-se em placas de petri em duplicata. Verteu-se 20 mL de agar PCA,
homogeneizou-se as placas e apds a solidificacdo do meio, foram incubadas invertidas a 35+ 1°C por 48 h em estufa
bacterioldgica. Para as amostras controle e amostras teste, apds incubacao por 24 h a 351 °C em estufa bacteriolégica, realizou-
se 0 mesmo procedimento, adicionando 10 mL de agua salina 0,85% e fez-se a contagem de células vidveis pelo método de
placa. Apos a incubacéo, realizou-se a contagem das placas que continham entre 30 e 300 coldnias na série de dilui¢bes. Para

cada amostra de teste, determinou-se o nimero de bactérias viaveis recuperadas em conformidade com a Equacéo (2):
=100*€4*D*v @)

Onde:

N: é o nimero de células viaveis por mm?;

C: representa a contagem média de placa para as placas em duplicata (adimensional);

D: é o fator de dilui¢do (adimensional);

A: Area superficial da amostra (mm?)

v: 0 volume de &gua estéril adicionada as amostras (mL).

Através dos resultados obtidos para contagem de células vidveis, Equacéo (2), calculou-se o valor da atividade antimicrobiana

de acordo com a Equacéo (3): (JIS Z 2801:2000).
. (B C\, _ o (B ®)
R =Tlog <A) log (A>] = [log <c>]

R: representa a atividade antimicrobiana (adimensional);

Em que:

B: é a média do nimero de células vidveis da amostra controle (sem aditivo) ap6s 24 h;

A: é amédia do nimero de células viaveis imediatamente ap6s a inoculagéo sobre a amostra controle (tempo 0 h) ;

C: é amédia do nimero de células viaveis sobre a amostra teste (com aditivo) ap6s 24 h.

O valor da atividade antimicrobiana obtida através desta norma nédo deve ser menor do que 2 para que o produto seja considerado
como antimicrobiano (JIS Z 2801:2000).


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i7.16838

Research, Society and Development, v. 10, n. 7, 44610716830, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i7.16830

2.4.4 Cinética da Curva de Crescimento

Realizou-se o estudo de curva de crescimento para uma amostra da ragdo na concentragéo de 3% (mg g*) das NPs-ZnO,
nos tempos 0, 12, 24, 36, e 48 h frente as bactérias em estudo. O procedimento adotado foi 0 mesmo apresentado no item anterior,
em que se preparou para cada tempo trés amostras de ragdo sem as NPs-ZnO e trés amostras com a concentracdo de NPs-ZnO
de 3% (mg gb).

3. Resultados e Discussao
3.1 Caracterizacdo morfoldgica das NPs-ZnO
A imagem de superficie das NPs-ZnO, obtida pelo microscdpio eletrénico de varredura com canhdo de campo de

emissdo (MEV-FEG), é apresentada na Figura 1 com ampliacdo de 100.000 vezes.

Figura 1 — Imagem obtida por microscopia eletrénica de varredura com canh&o de campo de emissdo (MEV-FEG) para o agente

antimicrobiano NPs-ZnO com ampliacdo de 100k vezes.

¥
RN W 100 &Y
SEM MAG 168 &

Fonte: Autores.

Através da Figura 1, verifica-se que as NPs-ZnO possuem formato de bastdes com didmetro médio de aproximadamente
20 nm e com diferentes comprimentos que podem atingir valores de até 100 nm. Segundo a European Commission (2012)
(European Food Safety Authority), qualquer nanomaterial é definido como um material produzido que seja composto por partes
estruturais e funcionais discretas, que possuam mais de uma dimensdo e cuja faixa de tamanho esteja entre 1 nm e 100 nm.
Portanto, pode-se dizer que o material utilizado na presente pesquisa estd em escala nanométrica. Em algumas situacGes é
possivel observar a formagdo de pequenos aglomerados, que segundo Dantas, et al. (2016), refere-se a adesdo das nanoparticulas

entre si por forcas de atracdo fracas como as de Van der Waals, as quais sdo significativamente maiores em nanoparticulas.

3.2 Caracterizagdo microbioldgica da racao

O resultado do ensaio microbiologico da racdo para mesofilos aerdbios vidveis obtidos no presente estudo foi de
1,5x10%+2,82 UFC g e para bolores e leveduras foi de 4,9x10%+2,12 UFC g. De acordo com o Compéndio Brasileiro de
Alimentagdo Animal (Brasil, 2005) o limite de aceitabilidade para contagem de mesofilos e bolores e leveduras é 103 UFC g e
0 inaceitavel é acima de 10* UFC g%, assim a ragdo apresenta contagem de bolores e levedura dentro do limite aceitavel, porém
o resultado do ensaio microbioldgico da ragdo para mesofilos aerdbios viaveis, apresentou valores acima do limite aceitavel,
ficando proximo do limite inaceitavel. Este resultado pode indicar possiveis falhas em alguma etapa de producéo da racdo, seja
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na higienizagcdo, manipulacdo, desinfeccdo, controle de temperatura, armazenamento e/ou transporte (Santos, et al., 2010).
Resultados semelhantes foram encontrados por Radziejewska, Stuper & Szablewsk (2013), ao avaliar a qualidade de misturas
alimentares de aves de capoeira do oeste da Pol6nia, sendo o valor médio de 3,0x10% UFC g para meséfilos e para bolores e
leveduras de 7,0x10% UFC g. Os autores caracterizaram esses alimentos por niveis baixos de contaminagéo, tanto para as
bactérias quanto para bolores e leveduras. Porém, de acordo com o Compéndio Brasileiro de Alimentagdo Animal (Brasil, 2005),
o resultado de mesdfilos obtido é superior ao limite especificado. Valores acima do padrao, indicam que a vida (til deste produto
esta comprometida, devido a deterioragdo causada pelos microrganismos presentes. Além disso, os frangos de corte ao consumir
a racdo ingerem os microrganismos mesoéfilos presentes, sendo potenciais veiculos de contaminacéo ou deterioragdo. Carvalho,
et al. (2005) comentaram que a maioria dos microrganismos encontrados nas aves sdo aerobio mesofilos, sendo estas,
constituidas principalmente por espécies de Enterobacteriaceae, Bacillus, Clostridium e Streptococcus, sendo bactérias
patogénicas e deteriorantes. Diante disso, para realizar os demais ensaios microbioldgicos, foi utilizado a ragdo esterilizada, para
garantir que a racdo ndo estivesse contaminada para ndo haver interferéncia nas andlises.

3.3 Caracterizagdo microbiolégica da NPs-ZnO e do ZnO
O método de difusdo em meio solido a partir de orificio foi realizado para avaliar a atividade antimicrobiano das NPs-
ZnO e do ZnO. Na Figura 2 encontra-se 0s resultados para as NPs-ZnO frente a bactéria S. Typhimurium e S. aureus,

respectivamente, nas concentrag@es de 106 UFC mL, e na Figura 3 é apresentado os resultados para o ZnO.

Figura 2 — Resultados microbiolégicos do teste de difusdo em meio sélido a partir de orificio para as NPs-ZnO frente as bactérias

S. Typhimurium (a) e S. aureus (b), na concentragéo de 105 UFC mL™*

Fonte: Autores.
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Figura 3 — Resultados microbiolégicos do teste de difusdo em meio sélido a partir de orificio para ZnO frente as bactérias S.

Typhimurium (a) e S. aureus (b) na concentracéo de 106 UFC mL™

Fonte: Autores.

Através dos resultados expostos nas Figuras 2 e 3, é possivel observar a zona de inibicdo que as NPs-ZnO e o0 ZnO
produziram frente as bactérias avaliadas, S. Typhimurium e S. aureus, sendo que os valores médios de didmetro de halo de

inibicdo sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Valores médios e desvio padrdo amostral do didmetro do halo de inibi¢éo a partir do teste de difusdo em meio so6lido

para as NPs-ZnO e o0 ZnO frente a S. Typhimurium e S. aureus.

Valores médios do halo de inibigdo (mm)

Bactéria
NPs-ZnO ZnO
S. Typhimurium 16,33+0,58% 14,33+1,53%
S. aureus 15,00+0,00%4 13,67+1,15%8

*Letras mailsculas iguais representam que ndo ha diferencas significativas entre
colunas e letras mindsculas iguais representam que ndo ha diferencas significativas
entre linhas (p<0,05). Fonte: Autores.

Através da Tabela 1 observa-se que as NPs-ZnO apresentam maiores halos de inibicdo para as bactérias em estudo,
proporcionando atividade antimicrobiana mais intensa em comparacgéo com particulas de ZnO, demostrando que existe diferenca
significativa entre os dois aditivos avaliados. Além disso, levando em consideracdo o tamanho dos halos, é possivel identificar
gue o agente antimicrobiano NPs-ZnO foi ativo frente a S. Typhimurium e S. aureus e 0 ZnO apresentou potencial antimicrobiano
parcialmente ativo, conforme interpretacdo proposta por Alves, et al. (2000). Verifica-se que ZnO possui atividade
antimicrobiana 15% inferior a obtida com as NPs-ZnO para S. Typhimurium e 10,5% inferior para S. aureus, por este motivo é
interessante utilizar o0 ZnO na forma nanomeétrica, pois suas propriedades intensificam-se trazendo maior funcionalidade e mais
beneficios, devido a mudanca que ocorre na propor¢do superficie-volume. Sendo que ao diminuir o volume com o tamanho, a
proporc¢do dos 4&tomos na superficie das particulas aumenta, e, portanto, as propriedades de superficie sobrepdem as propriedades
do material convencional, assim, uma quantidade pequena de nanoparticulas fornece um nivel de funcionalidade maior que, de
outro modo, exigiria uma quantidade muito maior de material convencional (Perez, et al., 2012).

Da mesma forma, Espitia, et al. (2012) citam varios fatores que podem afetar a atividade antimicrobiana das NPs-ZnO,
dentre elas o tamanho das nanoparticulas e, portanto, a area de superficie, bem como sua atividade em sinergia com outros
agentes antimicrobianos. Yamamoto (2001), também define que quanto menor o tamanho das nanoparticulas, maior € a eficacia

antimicrobiana, evidenciando os resultados obtidos na presente pesquisa. Para a racdo sem o aditivo os resultados demostraram
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que a ragdo nao apresentou atividade antibacteriana para as bactérias estudadas, pois ndo houve a formacao de halo e, consequente
inibicdo ou morte das bactérias, S. Typhimurium e S. aureus. Este resultado ja era esperado visto que a racdo ndo apresenta em
sua composic¢do aditivos antimicrobianos.

Observa-se também, na Tabela 1, que os maiores halos de inibi¢do séo observados para a bactéria S. Typhimurium,
quando comparado com a bactéria S. aureus, demostrando que a S. Typhimurium é mais sensivel aos aditivos quando comparado
a S. aureus. Porém mesmo o halo de inibi¢do ser maior para a S. Typhimurium, ndo houve diferenca significativa entre ambas
as bactérias estudadas. Este comportamento é explicado por Divya, et al. (2013) e Sahin, et al. (2017), que comentam que as
NPs-ZnO causam a ruptura da membrana das bactérias provavelmente pela producdo de espécies reativas de oxigénio, como
superoxido e radicais hidroxilas (OH-). A medida que uma nanoparticula se aproxima da membrana, um potencial chamado zeta
é gerado. As NPs-ZnO tém potencial zeta positivo na sua superficie tornando o meio mais acido, gerando dano a membrana
celular bacteriana e extrusdo do contetdo citoplasmaético, resultando na morte da bacteéria.

Os resultados microbiol6gicos do teste de difusdo em meio s6lido mostraram que as nanoparticulas de éxido de zinco
foram eficazes em inibir o crescimento bacteriano, mesmo para uma bactéria Gram-negativa (neste caso S. Typhimurium), que
tende a ser mais resistentes quando comparada a uma bactéria Gram-positiva (neste caso S. aureus), pois elas possuem uma
membrana adicional com uma estrutura de bicamada fosfolipidica, responsavel pela prote¢do da membrana citoplasmica interior,
em maior grau, 0 que promove maior resisténcia a essa classe de bactérias, enquanto que as células bacterianas gram-positivas,
possuem apenas uma camada exterior, 0 que facilita a penetracdo de moléculas externas, promovendo a interagdo com a
membrana citoplasmaética e tornando-as mais frageis quando comparadas as células bacterianas gram-negativas (Xie, et al. 2011;
Bonilla & Gércia, 2012; Petchwattana, et al., 2016).

A Figuras 4 apresenta os resultados microbioldgicos normalizados de curvas de crescimento para as bactérias S.
Typhimurium e S. aureus, obtidos para a ragdo aditivadas com 1, 2, 3 e 5% de NPs-ZnO, para o tempo 0 e 24 h. Utilizou-se 1 g
da ragéo para a realizacio do teste e uma concentracdo bacteriana de 108 UFC mL™. A ragéo pura, ou seja, sem adigéo do aditivo

(0% de NPs-Zn0O), também foi submetida ao teste, sendo este a contraprova (branco).

Figura 4 — Resultados da curva de crescimento para as bactérias S. Typhimurium e S. aureus obtidos com a racdo aditivada com
1, 2,3 e5% (mg g*) de NPs-ZnO e para a ragéo sem a adigdo das NPs-ZnO. (a) S. Typhimurium e (b) S. aureus.
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Fonte: Autores.

Através dos resultados apresentados na Figura 4(a), é possivel observar que apds 24 h de contato da racdo aditivada
com a S. Typhimurium, houve diminuicéo de 2 log no crescimento da respectiva bactéria, utilizando-se as NPs-ZnO, para todas
as concentragdes testadas. Para a bactéria S. aureus, Figura a(b), ap6s 24 h houve diminuicdo de 2 log da contagem de células
para as concentracfes de 3% e 5% de NPs-ZnO.
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A partir dos resultados de contagem de células, apresentados na Figura 4, pode-se determinar a concentracdo minima
para que as NPs-ZnO apresentassem atividade antimicrobiana, sendo que a JIS Z 2801:2000 determina que para o material
apresentar eficiente atividade antimicrobiana deve-se eliminar pelo menos 2 logs da concentragéo bacteriana inicial ap6s 24 h
de contato. Assim os produtos que apresentarem atividade antimicrobiana igual ou superior a 2,0 possuem eficiente capacidade
de inibir o crescimento de bactérias sendo aplicaveis como antimicrobianos (JIS Z 2801:2000). Na Tabela 2 é possivel observar
os resultados do valor da atividade antimicrobiana, calculados a partir da Equacéo 2, para as concentragdes 0%, 1%, 2%, 3% e
5% das NPs-ZnO frente a S. Typhimurium e S. aureus.

Tabela 2 — Resultados do valor da atividade antimicrobiana para S. Typhimurium e S. aureus para as concentracdes de 0%, 1%,
2%, 3% e 5% de NPs-ZnO.

Concentracdo de  Valor da atividade antimicrobiana  Valor da atividade antimicrobiana

NPs-ZnO (%) para S. Typhimurium para S. aureus
0% 0,000,002 0,000,002
1% 1,41+0,01°8 1,73+0,02°4
2% 1,91+0,04¢B 1,860,044
3% 1,99+0,01% 2,17+0,06A
5% 2,320,038 2,670,034

*Letras mailsculas iguais representam que ndo ha diferencas significativas entre colunas e letras
minusculas iguais representam que nédo ha diferencas significativas entre linhas (p<0,05). Fonte: Autores.

Através na andlise estatistica apresentada na Tabela 2, observa-se que houve diferenca significativa na atividade
antibacteriana entre as bactérias S. Typhimurium e S. aureus, sendo que a atividade antimicrobiana foi maior para a bactéria S.
aureus nas concentracdes de 1%, 3% e 5% de NPs-ZnO, quando comparada a S. Typhimurium. Esse comportamento deve-se
possivelmente ao fato da bactéria S. aureus ser uma bactéria gram-positiva, logo possui apenas uma camada exterior como
membrana plasmatica, facilitando assim a difusdo de materiais antimicrobianos no interior da célula, tornando-as mais
susceptiveis a esses materiais, quando comparado as bactérias gram-negativas, neste trabalho S. Typhimurium (Shoja, et al.,
2015). Ao avaliar as diferentes concentragdes das NPs-ZnO testadas, verifica-se que também apresentaram diferenca
significativa na atividade antimicrobiana para todas as concentracdes estudadas e para ambas as bactérias, S. Typhimurium e S.
aureus. Portanto, ao seguir as determinacfes da JIS Z 2801:2000, pode-se dizer, pelos resultados da Tabela 2, que para a S.
Typhimurium e para S. aureus, a condi¢do de material antimicrobiano foi satisfeita para as concentra¢fes de 3% e 5% das NPs-
Zn0.

Assim, as NPs-ZnO podem ser aplicadas para agregar a propriedade antibacteriana em racdo para frango. Resultados
semelhantes foram obtidos por Akbar e Kumar (2014), que avaliaram a atividade antimicrobiana de NPs-ZnO em S. aureus e S.
Typhimurium em uma concentragdo inicial de bactérias de 10° e 107 UFC mL%, observaram redugédo em dois logs decimal apds
24 h de incubacdo para ambas as bactérias. Sendo que ndo havia células de bactérias vivas de S. aureus apés 6 dias de incubacéo,
e apos 8 dias para a S. Typhimurium. Os autores relataram, com a ajuda da micrografia eletrdnica, que as nanoparticulas tém alto
impacto na integridade da superficie celular, e observaram também que a taxa de mortalidade celular aumentou com o passar do
tempo de exposicdo entre as nanoparticulas e as células bacterianas, devido ao efeito direto sobre a parede celular das bactérias
causando a ruptura e morte celular. De acordo com o0s autores e com Sahin, et al. (2017), este comportamento é esperado, pois

as NPs-ZnO produzem espécies reativas de oxigénio, como radicais hidroxila, superoxidos e peréxido de hidrogénio na presenca
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de umidade, que reagem com a superficie celular das bactérias e causam danos a célula e aos conteidos como proteinas, lipidios
e DNA.

Com o objetivo de comparar a a¢éo antibacteriana das NPs-ZnO com o ZnO, realizou-se o procedimento de curva de
crescimento para as bactérias S. Typhimurium e S. aureus, obtidos para a ragdo aditivadas com 1, 2, 3 e 5% (mg g) de ZnO,
para o tempo 0 e 24 h. Utilizou-se 1 g da ragdo para a realizacdo do teste e uma concentragdo bacteriana de 108 UFC mL™. A
racdo pura, ou seja, com 0% de ZnO, também foi submetida ao teste, sendo esta a contraprova (branco). Os resultados séo

apresentados na Figura 5(a) para S. Typhimurium e Figura 5(b) para S. aureus.

Figura 5 — Resultados da curva de crescimento para a bactéria S. Typhimurium e S. aureus obtidos com a ragdo aditivadas com

1, 2,3 e5% (mg g?) de ZnO e para a ragdo sem a adicdo de ZnO. (a) S. Typhimurium e (b) para S. aureus.
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Fonte: Autores.

Conforme observado nos resultados demonstrados na Figuras 5(a) e 5(b), apds 24 h de contato da racdo aditivada com
6xido de zinco e as bactérias em estudo, houve reducéo de um log tanto para S. Typhimurium quanto para S. aureus. Resultado
inferior ao encontrado na presente pesquisa quando comparado a racdo aditivada com as NPs-ZnO, sendo que em 24 h de
interacdo, apresentaram dois logs de reducédo para as bactérias em estudo.

Tal resultado deve-se a maior area superficial que as NPs-ZnO possuem em comparagdo com 0 ZnO, que € uma
particula convencional com menor érea superficial (Hu & Chen, 2008), dificultado a interagdo com as células dos micro-
organismos, e devido aos mecanismos de agdo das NPs-ZnO que podem causar a ruptura da membrana das bactérias
provavelmente pela producéo de espécies reativas de oxigénio, como superoxido e radicais hidroxilas (Divya, et al., 2013; Akbar
& Kumar, 2014), e pela facilidade de interacdo das NPs-ZnO com a parede celular das bactérias, interferindo nos processos
celulares dos micro-organismos (Janaki, Sailatha & Gunasekaran, 2015).

De acordo com os resultados de contagem de células, encontrou-se a atividade antimicrobiana do ZnO através da

Equacdo 2, e os resultados sdo apresentados na Tabela 3, bem como a andlise estatistica para interpretacdo dos resultados.
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Tabela 3 — Resultados do valor da atividade antimicrobiana das ZnO nas concentragdes de 0%, 1%, 2%, 3% e 5% frente as

bactérias S. Typhimurium e S. aureus.

Concentracdo de  Valor da atividade antimicrobiana Valor da atividade antimicrobiana

Zn0O (%) do ZnO para S. Typhimurium do ZnO para S. aureus
0% 0,000,002 0,00+0,00%
1% 0,68+0,01°A 0,07+0,01°®
2% 0,800,024 0,94+0,02¢8
3% 0,97+0,04% 0,97+0,01¢A
5% 1,40£0,04¢A 1,060,014

*Letras maiUsculas iguais representam que ndo ha diferengas significativas entre colunas e letras
minusculas iguais representam que ndo ha diferencas significativas entre linhas (p<0,05). Fonte: Autores.

Verifica-se, através da Tabela 3, que houve diferenga significativa no valor da atividade antimicrobiana do ZnO entre
as bactérias S. Typhimurium e S. aureus para as concentracdes de 1, 2 e 5%, assim, apenas nao apresentou diferenga significativa
na atividade antimicrobiana para a concentragdo de 3% de ZnO, obtendo resultado semelhante para ambas as bactérias. Quando
comparado as diferentes concentragBes, observou-se que houve diferenca significativa na atividade antimicrobiana entre as
concentragdes de 1, 2, 3 e 5% de ZnO testadas, para S. Typhimurium, e para S. aureus ndo houve diferenca entre as concentrages
2 e 3% do ZnO. Com esses resultados e com base nas recomendagdes da JIS Z 2801:2000, pode-se dizer que o ZnO néo é
considerado um eficiente agente antimicrobiano, pois o valor da atividade antimicrobiana obtido tanto para S. Typhimurium
quanto para S. aureus foram inferiores a 2 logs para as concentracdes de 1, 2, 3 e 5%.

Com base nos resultados obtidos, buscou-se avaliar a cinética de crescimento bacteriano da ragdo para frango de corte
aditivada com 3% de NPs-ZnO, sendo esté foi a menor concentracdo que apresentou eficiéncia antimicrobiana pelo método da
JIS Z 2801:2000 e a 1SO 22196:2007. Utilizou-se a concentragdo bacteriana de S. Typhimurium e S. aureus de 108 UFC mL? e
avaliou-se a acdo antimicrobiana das NPs-ZnO nos tempos 0, 12, 24, 36, e 48 h. Os resultados sdo apresentados na Figura 6(a)
para a bactéria S. Typhimurium e Figura 6(b) para a bactéria S. aureus. A Figura 6 apresenta também o resultado da curva de

crescimento para ragdo sem o aditivo (0% de NPs-ZnO).

Figura 6 — Resultado da cinética de crescimento das bactérias S. Typhimurium e S. aureus em ragdo para frango de corte
aditivada com 0% e 3% de NPs-ZnO nos tempos 0, 12, 24, 36, e 48 h. (a) S. Typhimurium e (b) S. aureus.
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Fonte: Autores.

E possivel observar através da Figura 6(a) o comportamento da S. Typhimurium na rago aditivada com 3% de NPs-

ZnO e na racdo sem as NPs-ZnO, sendo que na ragdo sem as NPs-ZnO, a linha de tendéncia gerada possui melhor definigdo das
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fases de crescimento celular, apresentando fase Lag de adaptacéo até aproximadamente 12 h, a fase Log de crescimento celular,
de 12 h até 24 h e de 24 h a 48 h a fase estacionaria de crescimento celular. Para a ragao aditivada a fase Lag foi até 24 h, de
24 h a 36 h a fase Log e uma tendéncia a fase estacionaria de 36 h até 48 h, sendo que nesta fase é possivel verificar para a ragao
aditivada que houve uma diminuicéo da fase Log, em comparacdo com a racdo sem as NPs-ZnO (branco), e consequentemente
menor crescimento de células devido a acdo antimicrobiana das NPs-ZnO, resultado em uma diminuicdo de um log em 48 h de
contato.

O mesmo comportamento foi observado na Figura 6(b), para S. aureus, sendo que, a fase Log iniciou ap6s as 12 h de
fase de adaptacéo, e permaneceu até as 24 h, onde as células comecgam a estabilizar, ou seja, 0 S. aureus apresentou menor tempo
de fase Log em comparacao a S. Typhimurium, e menor concentracao de células, com reducdo de um log em 48 h. Portanto as
NPs-ZnO apresentaram maior agéo antimicrobiana frente a bactéria S. aureus em comparagdo com a S. Typhimurium.

Situacdo semelhante foi encontrado por Aanchal, et al. (2013), ao estudarem os micro-organismos S. aureus e B. subtilis
representando as bactérias Gram-positivas, e as cepas E. coli e A. aerogenes representando as bactérias Gram-negativas, para
verificar o efeito das NPs-ZnO sobre o crescimento destas. Através das curvas de crescimento os autores observaram que para a
amostra controle, sem a NPs—ZnO, apresentou as quatro fases, Lag, Log, estacionaria e de morte, bem definidas. Ja para S. aureus
na presenca da NPs-ZnO (50 pg mL™?), observou-se uma fase prolongada Lag indicando que ocorreu um atraso no crescimento
de S. aureus. Isto ocorreu também para as demais concentragdes estudadas de 100, 150 e 200 pg mL™. Para E.coli a uma
concentracdo de 400 pg mL™, a fase Lag e a fase Log foram alteradas e ocorreu uma diminuigéo na concentragdo de células. No
caso de A. aerogenes nio houve diferenca de crescimento com concentragdes abaixo de 400 pg mL™L. Segundo os autores, este
perfil pode estar relacionado a estrutura celular de cada bactéria, pois verificou-se que as bactérias Gram-positivas sdo mais
sensiveis do que as bactérias Gram- negativas para NPs-ZnO. Espitia, et al. (2013) comentaram que a diferenca de
susceptibilidade entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas pode ser devido a alteragdes nos mecanismos de interacdo das
NPs-ZnO com a membrana bacteriana, pois as bactérias gram-positivas tém uma espessa parede celular, composta por
peptidoglicano, em comparagdo com bactérias gram-negativas, 0s quais possuem uma membrana adicional com uma estrutura
de bicamada fosfolipidica, o que resulta numa maior resisténcia a danos da membrana induzida por NPs-ZnO.

Em relacdo a toxicidade das NPs-ZnO, estudos realizados por Sharma, et al. (2012), avaliaram a toxicidade oral sub-
aguda das NPs-ZnO em ratos apds uma exposicdo de 14 dias consecutivos. Estudou-se as doses de 50 mg kg e 300 mg kg
através de teste cometa para verificar o dano de DNA oxidativo e teste TUNEL para detectar as células apoptdticas no figado.
Os resultados revelaram que as NPs-ZnO, a uma dose mais elevada (300 mg kg™), acumulam-se no figado e causam estresse
oxidativo levando ao dano do DNA e a apoptose no figado. Contudo, nenhum dano significativo ao DNA e as células do figado
foi observado nos camundongos administrados com a menor dose de NPs-ZnO (50 mg kg™). Sendo assim, as concentrac@es de
3% e 5% estudadas na presente pesquisa estdo de acordo com o estudo realizado por Sharma, et al. (2012), ndo apresentando

toxicidade.

4. Concluséo

De acordo com as determinagdes da JIS Z 2801:2000 e I1SO 22196:2007, onde o valor da atividade antimicrobiana deve
ser igual ou superior a 2,0, foi possivel identificar através do ensaio de curva de crescimento, que para a S. Typhimurium e para
S. aureus a condicdo de eficiéncia antimicrobiana foi satisfeita para as concentragdes de 3% e 5% das NPs-ZnO. Ja o ZnO
apresentou resultados inferiores a 2,0 ndo sendo considerado um eficiente antimicrobiano, nas concentracdes avaliadas, pelo
método da JIS Z 2801:2000 e a 1ISO 22196:2007.

De acordo com o conjunto dos resultados obtidos no presente estudo, determinou-se a menor concentracéo de 3% (30

mg gt) de NPs-ZnO com eficiente atividade antimicrobiana frente a S. Typhimurium e S. aureus. Assim, as NPs-ZnO apresentam
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potencial de aplicacdo em racdo para frango de corte na fase inicial, para agregar a propriedade antimicrobiana, evitar a
proliferacdo de micro-organismos indesejaveis na ragdo e assim proteger o frango de corte de potenciais contaminagOes por
micro-organismos patogénicos como S. Typhmurium e S. aureus. Além disso, as concentra¢des de NPs-ZnO testadas, ndo sdo
consideradas toxicas, podendo ser utilizadas na nutricdo do frango de corte, sem haver possibilidade de permanéncia de residuos
toxicos na carne de frango, resultando em um produto saudavel para o consumidor final.

Sugere-se para trabalhos futuros realizar analise de vida Gtil da racdo aditivada com as NPs-ZnO, realizar ensaio in vivo
para identificar o comportamento das NPs-ZnO no organismo do frango de corte e avaliar a acdo antimicrobiana das NPs-ZnO

frente a outros micro-organismos de interesse em alimentos.
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