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RESUMO

A contaminacdo e o uso indevido da agua, atrelados ao aumento da populacdo tem gerado
preocupacdo por parte da legislacdo, o que vem levando ao estudo de novas tecnologias que
visam o tratamento, 0 redso e a recuperacdo da qualidade da agua. Devido ao baixo custo e a
alta eficiéncia, a tecnologia por membranas tem dominado o mercado de purificacdo de agua.
O uso de membranas combinadas a agentes bactericidas (e.g. prata e cobre) tem recebido
destaque. Neste trabalho, membranas ceramicas comerciais tubulares, de alumina a e mulita
(M1 e M2, respectivamente), impregnadas com nanoparticulas de prata e cobre foram
preparadas e caracterizadas com o objetivo de sua aplicagdo na desinfeccdo da agua. As
membranas comerciais foram caracterizadas por difracdo de raios X (DRX), microscopia
eletronica de varredura (MEV), espectroscopia de dispersdo de energia (EDE), porosimetria
por intrusdo de mercurio (PIM) e testes de permeabilidade e retencdo de proteinas. As
nanoparticulas de prata e cobre foram obtidas a partir da dissolucdo de AgNOs e de
Cu(NO3)2:3H20 em poli(alcool vinilico) (PVA) 5% (m/v) seguida da reducdo quimica dos
ions de prata e cobre em particulas metalicas. As dispersdes coloidais de prata e de cobre
obtidas foram impregnadas nas membranas comerciais por dip-coating e posteriormente
calcinadas a 600°C para remogdo do PVA. Para avaliar a eficiéncia bactericida das
membranas preparadas, foram realizados testes de microfiltragdo e zona de inibicéo,
utilizando a Escherichia coli como microrganismo indicador. Como resultados, as membranas
com prata e cobre apresentaram eficiéncias bactericidas entre 88,75 e 100% e zona de inibicdo
entre 10 a 15 mm. Por outro lado, as membranas sem prata e cobre resultaram em baixas
eficiéncias de retencdo de bactérias, entre 40,32 e 73,78%, e ndo apresentaram zona de
inibicdo. Os resultados obtidos nesse trabalho indicam que a impregnacéo de prata e cobre em
membranas ceramicas tubulares foi eficiente e proporcionou efeito bactericida as membranas

ceramicas comerciais.

Palavras-chave: desinfeccdo da &gua, membranas, nanoparticulas de prata e cobre, dip-

coating.



ABSTRACT

The contamination and the improper use of water linked to the population growth have caused
concern on the part of the legislation, which has been leading to the study of new technologies
that aim the treatment, reuse and quality recovery of water. Due to the low cost and the high
efficiency, the technology with membranes has dominated the water purification market. The
use of membranes combined with antibacterial agents (e.g. silver and copper) has been
highlighted. In this work, commercial tubular ceramic membranes, o alumina and mullite (M1
and M2 respectively), impregnated with silver and copper nanoparticles were prepared and
characterized in order to be applied in water disinfection. The commercial membranes were
characterized by X-Ray Diffraction (XRD), Scanning Electron Microscopy (SEM), Energy
Dispersive Spectroscopy (EDS), Mercury Intrusion Porosimetry (MIP) and tests of
permeability and of protein retention. The silver and copper nanoparticles were obtained by
dissolving AgNOs and Cu(NO3)2-3H20, respectively, in poly(vinyl alcohol) (PVA) 5% (w/v)
followed by the chemical reduction of silver and copper ions into metallic particles. Those
colloidal dispersions obtained were impregnated in the commercial membranes by dip-coating
and then, were calcined at 600 ° C to remove the PVA. To evaluate the bactericidal efficiency
of the prepared membranes, tests of microfiltration and of zone of inhibition were performed
using Escherichia coli as the microorganism indicator. As results, both silver and copper
membranes showed bactericidal efficiencies between 88.75 and 100% and an inhibition zone
between 10 and 15 mm. On the other hand, the membranes without silver and copper
impregnation showed low efficiency of bacteria retention, between 40.32 and 73.78% and did
not presented a zone of inhibition. The results of this study indicates that the impregnation of
silver and copper in tubular ceramic membranes was efficient and provided bactericidal

effect.

Keywords: water decontamination, membranes, nanoparticles of silver and copper and dip-

coating.
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1 INTRODUCAO

A contaminacdo dos corpos hidricos e a deterioracdo da qualidade da 4gua é uma
preocupacdo da saude publica. Segundo dados divulgados pela Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) (OMS, 2015), aproximadamente 80% das doengas ocorrem devido a
contaminacdo da agua. No Brasil, 28 mil pessoas morrem por ano devido a doencas
provocadas pela dgua contaminada e a falta de saneamento basico (OMS, 2015). A OMS e a
Portaria n° 2.914, de 12 de dezembro de 2011, estabeleceram que qualquer agua destinada ao
consumo humano deve conter zero UFC (Unidades Formadoras de Coldnias) de Escherichia
coli a cada 100 mL de amostra (BRASIL, 2011(a) e OMS, 2015).

Inimeros processos quimicos e fisicos sdo propostos visando a descontaminagéo
microbioldgica da agua, como o uso de ozénio e de cloro livre, radiacdo ultravioleta e
filtracdo. Entretanto, alguns destes processos podem trazer consequéncias indesejadas aos
seres humanos, como alteracdo da cor, gosto, aspecto visual, eficiéncia insuficiente e
formacéo de produtos quimicos cancerigenos (METCALF e EDDY, 2014).

Entre todos os processos de tratamento de agua, 0s processos de separacdo por
membranas (PSM) sdo considerados uma das mais inovadoras tecnologias (BASILE et al.,
2015). Os PSM sao processos rapidos, econdmicos, ocupam menor espaco de area, altamente
seletivos, flexiveis e compativeis, na maioria das vezes, com outros processos de tratamento
(ZEMAN e ZYDNEY, 1996). Entretanto, segundo Sawada et al. (2012), um dos maiores
problemas apresentados pelas membranas € a diminuigdo de sua permeabilidade ao longo de
seu uso, devido a incrustacdo causada pela matéria organica contida na agua bruta e, aos
microrganismos que aderem a parede microporosa ou no interior dos poros.

Na selecdo de materiais para manufatura de membranas, os materiais ceramicos
(alumina, zirconia, titnia e silica) comparados aos materiais polimeéricos, apresentam
vantagens como maior vida util, elevada resisténcia mecanica e facilidade de limpeza
(SCOTT, 1998). Todavia, esses materiais apresentam alto custo de obtengéo e, na maioria das
vezes, ndo apresentam seletividade na remocdo de particulas de baixa massa molecular.

Diversos estudos apresentam novos materiais com intuito da remocéo e desinfeccao
de microrganismos patdgenos presentes na agua. O efeito bactericida muitas vezes é
alcangado com o emprego de materiais bactericidas, como nanoparticulas metélicas, tais como

cobre e prata.
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Lv et al. (2009) estudaram o efeito bactericida de um material cerdmico poroso
(diatomita e argila) impregnado com nanoparticulas de prata. Seus estudos resultaram na
eliminacdo total dos microrganismos presentes na agua, partindo de uma concentracao inicial
de aproximadamente 10° UFC-mL* de E. coli. Dankovich e Smith (2014) avaliaram o efeito
bactericida do cobre contido em papéis absorventes. Neste trabalho, os autores obtiveram
nanoparticulas de cobre com tamanho médio de 274,2 nm e um efeito bactericida de
aproximadamente 96% de retencdo de E. coli para uma concentragdo de 65 mgCu-g* de
papel.

Neste contexto, o desenvolvimento de materiais, que possibilitem a separacdo de
impurezas da agua e proporcione efeito bactericida, com baixo custo de fabricacdo e
caracteristicas fisicas e quimicas inerentes ao processo de tratamento, se apresenta como uma

alternativa promissora para o tratamento de agua.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Preparar e caracterizar membranas cerdmicas impregnadas com nanoparticulas de

prata (NPAg) e cobre (NPCu) e avaliar seus desempenhos no processo de desinfeccdo da

agua, utilizando a E. coli como microrganismo indicador.

2.2 Objetivos Especificos

Para atingir o objetivo geral deste trabalho sdo propostos os seguintes objetivos

especificos:

caracterizar 0s suportes ceramicos comerciais (alumina o e mulita, M1 e M2,
respectivamente) quanto: a composicdo cristalografica por Difracdo de Raios X (DRX) e
Espectroscopia de Dispersdo de Energia (EDE), ao fluxo e retencdo de proteinas,
distribuicdo e volume de poro, area superficial e porosidade por meio de porosimetria por
intrusdo de mercurio (PIM) e morfologia por Microscopia Eletrénica de Varredura de
Emissdo de Campo (MEV-EC);

obter as NPAg e NPCu por reducdo quimica, utilizando boro hidreto de sédio (NaBHa4),
sais metalicos de prata e cobre Il e poli(alcool vinilico) (PVA);

caracterizar as nanoparticulas de prata e cobre por Microscopia Eletronica de Transmissao
(MET), distribuicdo de tamanho de particulas por espalhamento de luz dinamica (ELD) e
absorcdo no UV-visivel;

preparar as membranas compdsitas impregnadas com nanoparticulas de prata (M1-Ag e
M1-Cu) e cobre (M2-Ag e M2-Cu);

avaliar a deposicdo das nanoparticulas de prata e cobre sobre os suportes ceramicos por
MEV-EC e EDE;

avaliar a eficiéncia das membranas em processos de desinfeccdo pelos ensaios em bancada

de microfiltragéo utilizando E. coli como microrganismo indicador.
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Neste capitulo foram expostos 0s conceitos e temas mais relevantes para este
trabalho, iniciando-se pela contaminacdo microbioldgica da agua, seguido dos processos
convencionais de desinfeccdo da &gua e, posteriormente é apresentada uma breve revisdo de
conceitos relacionados aos Processos de Separacdo por Membranas (PSM) e mecanismos de

desinfecc¢éo utilizando nanoparticulas de prata e cobre.
3.1 Contaminagao Microbioldgica da Agua

A 4agua é considerada essencial a vida e de grande importancia em diversas
atividades do homem. A quantidade de agua doce é limitada e sua qualidade estd declinio,
devido ao seu uso indevido e a sua contaminacdo. A preservacao da qualidade da agua fresca
é importante para o abastecimento de agua potavel, producdo de alimentos e uso recreacional.
A qualidade da agua pode ser comprometida pela presenca de agentes infecciosos, produtos
quimicos toxicos e riscos radioldgicos (OMS, 2015). Entre os diversos tipos de contaminacéo,
a mais preocupante, pela sua frequéncia de acontecimentos é a microbiolégica (TEBUTT,
1998 e OMS, 2015).

A possibilidade de contrair doencas foi ha muito tempo inferida pelo homem.
Segundo Edzwald (2011) muitas doencas infecciosas, Tabela 1, podem ser disseminadas pela
agua. Essas doencas podem ser causadas por virus, bactérias, protozoarios ou vermes e,
embora 0 seu controle e deteccdo seja baseada, em parte, da natureza do agente causador
muitas vezes ¢ mais Util considerar os aspectos relacionados com a propagacdo da infeccdo.
De forma geral, a agua é o principal agente de propagacéo de doengas infecciosas em paises

em desenvolvimento.
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Tabela 1. Principais doencas infecciosas devido a contaminagdo microbioldgica da agua

(TEBUTT, 1998).

Doencas

Tipo de relagdo com a agua Estimativa anual de mortes

Célera

Giardiase

Hepatite infecciosa
Leptospirose
Paratifoide
Tularemia

Tifoide

Disenteria amebiana
Disenteria bacilar
Gastroenterite

Ascaridiase
Conjuntivite
Doengas diarréicas
Lepra

Sarna

Sepsepele Ulceras
Tinea

Tracoma

Dracunculiasis
Esquistossomose

Maléria
Oncocercose
Doenca do sono
Febre amarela

Transmitida pela agua 4 milhdes

Transmitida pela &gua ou 1 milh&o
propagada com a &gua

Propagada com a agua Relativamente poucas mortes, mas um
grande namero de casos

Origem na agua 200 mil

Insetos vetores relacionados com a 1 milhdo
agua

Segundo a OMS (2011), a verificacdo da qualidade microbiol6gica da agua é

susceptivel de ser baseada na anélise de coliformes fecais, microrganismos indicadores como

a E. coli (Figura 1). A E. coli fornece fortes evidéncias de contaminacgdo fecal recente e esta

ndo deve estar presente na agua para consumo humano.

Em um processo de desinfeccdo, microrganismos como Vvirus entéricos e

protozodarios sdo mais resistentes, consequentemente a auséncia de E. coli ndo indica auséncia

de patdgenos. Assim, muitas vezes ha a necessidade de outras verificagdes. Entretanto, na

pratica, o teste com bactérias coliformes termotolerantes pode ser uma alternativa aceitavel
em muitas circunstancias (DI BERNARDO e PAZ, 2009).
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Figura 1. Micrografia obtida por microscopia eletronica de transmissao da Escherichia coli

em contato com nanoparticulas de prata (YANG et al., 2016).

A E. coli é a espécie predominante entre diversos microrganismos anaerébios
facultativos que fazem parte da flora intestinal dos animais homeotérmicos. Esse
microrganismo pertence a familia Enterobacteriaceae e entre suas principais caracteristicas
destacam-se: bacilos gram-negativos, ndo esporulados, capazes de fermentar lactose com
producéo de acido e gas (JAY, 2005).

O significado da presenca de E. coli na 4gua deve ser avaliado sob dois pontos de
vista. No primeiro, a E. coli por ser uma enterobactéria, indica que a dgua apresenta uma
contaminacdo microbiana de origem fecal, e, consequentemente, houve uma desinfecgédo
insatisfatoria ou ha uma fonte de contaminacdo presente. O outro ponto de vista a ser
considerado € que diversas linhagens de E. coli sdéo comprovadamente patogénicas ao homem
e aos animais (LIGHTFOOT e MAIER, 2003).
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3.2 Processos Convencionais de Desinfeccdo de Microrganismos

A desinfeccdo € um processo gque reduz o numero de microrganismos patogénicos a
um nivel que ndo seja prejudicial para a sadde humana. Segundo Manivannan (2008), ao
utilizar este processo, ndo significa que todos 0os microrganismos sdo mortos, e, em particular,
esporos bacterianos, frequentemente apresentam resisténcia a desinfeccdo. A eficacia do
processo de desinfeccdo depende de vérios fatores. Entre eles, esta a importancia de uma
limpeza que antecede ao processo de desinfec¢do, o tipo e o nivel de contaminagdo
microbiana também € importante, porque diferentes microrganismos possuem diferentes graus
de resisténcia a desinfetantes (PANDIT e KUMAR, 2013).

3.2.1 Desinfeccdo Quimica

A desinfec¢do quimica é utilizada para controlar e destruir 0s microrganismos
presentes na agua, que poderiam causar incrustacdo, corrosdo de equipamentos ou propagar
doencas microbianas (PANDIT e KUMAR, 2013). A desinfeccdo quimica ndo tem por fungéo
esterilizar a agua, isto é, nem todos 0s microrganismos sdo eliminados, entretanto, 0 nimero
de microrganismos presentes apds a desinfeccdo deve permitir o consumo humano de agua
seguro.

Em estacOes de tratamento de agua, 0s processos como a coagulacéo e a filtracdo ndo
garantem a remocdo completa de microrganismos presentes na agua, sendo necessaria uma
etapa de desinfeccdo. As aguas residuais domésticas e muitas das industriais apresentam uma
grande quantidade de microrganismos, e, processos de tratamento de aguas residuais
convencionais ndo sdo destinados a remocao de microrganismos patogénicos, embora seus
numeros sdo significativamente reduzidos apds o tratamento. Assim, sempre que esses
efluentes sdo descarregados para os recursos hidricos ou sdo utilizados para fins de irrigagéo,
a destruicdo dos agentes patogénicos e organismos indicadores de contaminacao
microbiologica deve ser satisfeita. Entretanto, a desinfeccdo das aguas residuais, de forma
geral, é considerada indesejavel uma vez que a remogdo da maior parte dos microrganismos
ird prejudicar o processo de autopurificacdo da agua e os desinfectantes residuais e
subprodutos podem prejudicar a vida aquatica (DI BERNARDO e PAZ, 2009 e METCALF e
EDDY, 2014).
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De acordo com Pandit e Kumar (2013) os fatores criticos que afetam a eficiéncia de

desinfeccdo quimica séo os seguintes:

natureza do desinfetante;

concentragdo do desinfetante;

duracdo do tempo de contato entre o desinfetante e o micrébio;
temperatura do meio em que esta;

tipo e concentracdo de organismos;

pH e forca i6nica.

Os desinfetantes quimicos séo considerados agentes antimicrobianos, que matam ou

inibem o crescimento de microrganismos. Existem dois grupos de desinfetantes quimicos

antimicrobianos, os oxidantes e os ndo oxidantes. Os agentes oxidantes incluem o cloro,

cloraminas, diéxido de cloro, cloreto, brometo, bromo, 0zdnio e peroxido de hidrogénio. Os

agentes nao oxidantes compreendem o formaldeido, isotiazolonas, isocianatos, compostos de
amonio quaternario e fendis clorados (PANDIT e KUMAR, 2013).

3.2.1.1 Cloro e Compostos de Cloro

O cloro e seus compostos estdo entre 0s mais antigos desinfetantes utilizados nos

servicos de salde (MANIVANNAN, 2008). De acordo com Tebutt (1998), o cloro é

amplamente utilizado na desinfec¢do de 4gua para consumo humano devido ha:

estar disponivel como liquido, gas ou sélido;

ser barato comparado a outras formas de desinfeccéo;

facilidade de aplicar devido & solubilidade relativamente elevada (7.000 mg-L1);

deixa um residual em solucdo, enquanto que ndo é prejudicial para os seres humanos,
fornecendo prote¢édo do sistema de distribuicao;

€ muito toxico para a maioria dos microrganismos.

Todos os desinfetantes a base de cloro tém seu principio ativo a partir da liberagéo de

ions de cloro. A sua eficacia aumenta com a concentracdo de cloro disponivel. A forma

liquida de hipoclorito, tal como hipoclorito de sédio, ou a forma sélida de hipoclorito, tal
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como o hipoclorito de célcio, sdo as bases mais comuns de produtos comercializados a base
cloro. O dioxido de cloro, cloramina-T, &cido dicloroisociandrico, e dicloroisocianurato de
sodio e de potassio sdo 0s compostos alternativos que possui maior quantidade de cloro e
mostram efeito microbicida mais prolongado (MANIVANNAN, 2008).

Os desinfetantes a base de cloro tém amplo espectro antimicrobiano que incluem
Mycobacterium tuberculosis e esporos de bactérias em maior concentragdo. Também séo de
acao rapida e econébmicos, mas a sua utilizacdo na area da saude é limitada devido a sua
instabilidade relativa, corrosividade aos metais, inativacdo por materiais organicos, e sua
capacidade de reagir com os olhos e a pele. Além do mais, a atividade desses desinfetantes a
base de cloro é muito afetada pelo pH e dureza da &gua (MANIVANNAN, 2008).

Segundo Pandit e Kumar (2013), a desinfeccdo das aguas residuais utilizando cloro
nunca foi completamente sucedida na préatica, devido aos altos custos envolvidos e a
dificuldade de manter um nivel adequado, uniforme e previsivel de desinfeccéo eficiente.

Em efluentes de sistemas de tratamento convencionais, em geral, s&o tratados com 10
a 30 mg-L! de cloro e um tempo de contato de 30 a 60 minutos, proporcionando uma
eficiéncia de aproximadamente 99,99% de mortandade de bactérias, mas ndo tém capacidade

para a remocao de ovos de helmintos e protozoarios (DI BERNARDO e PAZ, 2009).

3.2.1.2 Ozbnio

O ozénio (O3) é uma forma alotropica do oxigénio produzido pela passagem de
oxigénio ou de ar seco através de uma descarga elétrica (5.000 a 20.000 V e 50 a 500 Hz). E
um gas azul instavel, altamente toxico e oxidante, considerado um desinfetante eficiente e Gtil
na remocao de cor, sabores e odores. Como 0 oxigénio, 0 0z6nio € pouco soltvel em agua e,
devido a sua forma instavel ndo deixa qualquer residual na agua (PANDIT e KUMAR, 2013).
Ao contrario do cloro ndo produz trihalometanos e acidos haloacéticos, compostos altamente
perigosos ao homem. Sua concentracdo maxima permitida em um ambiente de trabalho é de
0,1 ppm. A tecnologia mais econémica na obtencdo de ozbnio é considerada a mais
dispendiosa que a cloragédo (TEBUTT, 1998). A sua operacdo e manutencdo exige um alto
custo e competéncia técnica.

A falta de ozonio residual pode propiciar o crescimento biologico, cor, sabor e odor
em sistemas de distribuicdo de agua. Tais problemas, geralmente, séo resolvidos pela adicdo
de uma pequena dose de cloro apds a ozonizagdo, gerando residual. O ozdnio, devido a sua

instabilidade, tem que ser fabricado no local do seu uso (TEBUTT, 1998).
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A dificuldade para controlar e monitorar, particularmente em relacdo a uma
microbiota variavel e em presenca de carga organica, também desfavorece o uso do 0zénio
como desinfetante (PANDIT e KUMAR, 2013).

Devido a limitada solubilidade do ozénio (cerca de 30 mg-L?) e a sua natureza
altamente reativa, a mistura rapida do gas com a &gua € essencial. Isto é normalmente
conseguido com um difusor de bolha fina colocada na parte inferior de uma camara de
contato. Qualquer excesso de 0z6nio que escapar da camara de contato deve ser recolhido e
reciclado para economizar energia ou destruido para prevenir um perigo para os trabalhadores
no local (TEBUTT, 1998 e PANDIT e KUMAR, 2013).

Outro aspecto importante, é que a presenca de bromo na agua pode ser um risco a
salide humana, podendo ser convertido pela ozonizacdo em bromato, o que é potencialmente
um risco para a saude a longo prazo. Todavia, 0 0zénio é um desinfetante mais poderoso do
que o cloro. O ozbnio é particularmente eficaz contra esporos e cistos. Os cistos de
Cryptosporidium sio inativados a uma concentragdo de 2 mg-L™* de oz6nio apds 10 min de
contato e cistos de Giardia sdo inativados apés 1 min a uma concentracdo de 0,5 mg-L™
(TEBUTT, 1998).

3.2.2 Desinfeccdo Fisica

Em alternativa aos processos de desinfeccdo, o uso de calor, luz e radiagdo também
pode ser apropriado para reduzir ou eliminar microrganismo de um determinado ambiente. O
uso do calor é um dos mais antigos controles fisicos contra microrganismos e é um método
bastante confiavel de esterilizacdo. Tanto o calor imido (autoclave a vapor) quanto o calor
seco (chama, cozimento) pode ser utilizado para a inativacdo de microrganismos. O calor
umido é mais eficaz e requer menos tempo do que o calor seco. A luz solar e radiacdo
ultravioleta (UV) pode ter um efeito prejudicial sobre uma série de microrganismos e pode ser
um método pratico para a inativacdo de virus, bactérias e fungos, em particular aqueles que
sdo transportados pelo ar (KOWALSKI, 2009).

3.2.2.1 Radiacéo Ultravioleta (UV)

Segundo Kowalski (2009), a radiacdo UV surgiu com o objetivo da substituicdo ao
uso da cloracdo, proporcionando a minimizacdo da formacdo de precursores de

trihalometanos (THM) e outros produtos com potencial cancerigenos. Ao contrario de outros
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desinfetantes, que tém acdo quimica, a radiacdo ultravioleta atua por meio fisico, atingindo
principalmente os &cidos nucleicos dos microrganismos, promovendo reagdes fotoquimicas
que inativam 0s virus e as bactérias.

O processo de desinfeccdo por radiacdo UV utiliza como principio a incidéncia de
luz em comprimentos que variam de 200 a 320 nm. A acéo desinfetante da radiacdo UV ¢
bastante forte, desde que os organismos estejam expostos a radiacdo. E, portanto, necessario
garantir que a turbidez se encontre ausente e que a dose seja adequada o suficiente para
permitir a absorcédo da radiacdo UV (MANIVANNAN, 2008).

O uso de desinfeccdo por radiacdo UV pode ser alcancado em alguns segundos,
porém requer altos custos com energia (10 a 20 W-m=>-h™). A agua a ser tratada devera conter
uma turbidez inferior a 1 NTU e receber uma dose de UV de 15 a 25 mWS-cm™. Nessas
condicdes, é possivel alcancar uma mortandade de microrganismos de aproximadamente
99,9%. As vantagens da desinfeccdo UV esta na ndo formacdo de sabores e odores, no
minimo de manutencéo, no controle facil e automatico com nenhum perigo de sobredosagem.
As desvantagens sdo a falta de residual, elevado custo e necessidade de uma elevada clareza
na agua. E ainda, a radiacdo UV ndo tem efeito sobre Cryptosporidium e cistos de Giardia em
doses normais (KOWALSKI, 2009).

3.2.2.2 Desinfeccéo Solar

A desinfeccdo solar ou a utilizacdo de luz solar para desinfec¢do da agua, como foi
mencionado, é uma tradicdo antiga que tem sido praticada ha séculos. Esta técnica foi
considerada de baixo custo e simples de ser aplicada em paises em desenvolvimento, com
climas ensolarados (DANIEL, 2001).

A desinfecgdo solar envolve o preenchimento de um copo ou garrafa de plastico
transparente com a agua a ser tratada e expondo-a a luz solar durante varias horas. Os
micrébios, incluindo indicadores de poluicéo, tais como E. coli, coliformes fecais, bem como
microrganismos patogénicos como Staphylococcus aureus, Salmonella typhi e Shigella
flexneri, vérias leveduras e bolores sdo eliminados com sucesso por desinfeccdo solar
(PANDIT e KUMAR, 2013).

A luz solar provoca desinfeccdo por meios diretos e indiretos. Os raios solares
podem ser diretamente absorvidos pela célula microbiana, danificando o DNA, e provocando
a morte celular. Indiretamente, os raios solares podem excitar moléculas fotossensiveis, tais

como porfirina e pigmentos, que estdo normalmente presentes no interior da célula. A
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radiacdo solar leva, eventualmente, a formacdo de espécies reativas de oxigénio, tais como
radicais hidroxilas, que danificam a membrana celular, proteinas e DNA (DANIEL, 2001 e
PANDIT e KUMAR, 2013).

O efeito sinérgico da radiacdo solar e a temperatura pode atingir altos niveis de
desinfeccdo de microrganismos. Entretanto, a turbidez e a espessura da lamina de agua
interferem significativamente na eficiéncia de inativacdo de microrganismo. Aguas mais
turvas necessitaram de um maior tempo de exposic¢do a luz solar e dependendo da turbidez

podera ndo ocorrer a desinfeccdo (DANIEL, 2001).

3.3 Processos de Separacédo por Membranas (PSM)

Atualmente, membranas sdo consideradas umas das mais inovadoras tecnologias de
separagdo. Os PSM consistem em uma tecnologia que tem ganhado destaque ao longo dos
ultimos anos, sendo desenvolvida e projetada para realizar separacdes fisicas ou fisico-
quimicas (Baker, 2012). Os principais marcos histdricos do processo de separacdo por

membranas podem ser vistos na Tabela 2.
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Tabela 2. Marcos histéricos do desenvolvimento de membranas (SINGH, 2006 e WANG et

al., 2011).
Evento Pesquisador Ano
Osmose, permeagdo de dgua Abbe Nollet 1748
através de bexigas de porco
Lei da difusdo de gases e leis T. Graham e A. Fick 1933, 1855
fenomenoldgicas de difusdo
Diélise, permeacdo de gas T. Graham 1861, 1866
Pressdo osmotica M. Traube, W. Pfeffer, J.W. 1860-1887
Gibbs e J.H. van't Hoff
Membranas microporosas R. Zigmondy 1907-1918
Lei do equilibrio Donnan 1911
Potencial da membrana Teorell, Meyer e Sievers 1930
Hemodialise Kolff 1944
Membranas em filme (pele) Sourirajan e Loeb 1959
Modelos de transporte Kedem, Katachalsky, 1960-1970
Lonsdale, Merten, Pusch e
Sourirajan
Membranas em espiral Westmoreland e Bray 1965-1970
Membranas de fibra oca (OR) Mahon, Hoehn e Milford 1965-1970
Membranas compositas de Cadotte e Rozelle 1972
filme fino
Processos de separagédo de
gases com membranas na J.M.S. Henis e M.K. Tripodi 1980
indUstria
Membrana submersa K. Yamamoto 1989

(biorreator)

Apesar de muitos dos processos envolvendo membranas sejam com fluidos liquidos,
também existe processos de separacdo gas-liquido e gas-gas, embora recentemente em
desenvolvimento e com sua implementacdo ainda ndo generalizada. Dos diversos processos, a
hemodialise € um grande marco do uso de membranas sintéticas, sendo que metade de todas
as vendas de membranas pode ser contabilizada por esta aplicacdo. Ainda, a conquista do
espaco dos PSM nos processos de tratamento de &gua e efluentes baseia-se em suas trés

vantagens sobre as técnicas convencionais de tratamento (JUDD e JEFFERSON, 2003):

1. aseparacdo é obtida sem a necessidade de uma mudanca de fase, e, por conseguinte, é
energeticamente mais eficiente do que a destilacdo.

2. pouco ou nenhum acumulo ocorre no processo que, portanto, opera continuamente sob
condicdo de estado estavel sem necessidade de ciclos de regeneracédo, ao contrario de

processos de separacdo por adsorgéo.
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3. adicdo de pouco ou nenhum produto quimico € necessario, ao contrério da clarificacao
convencional que geralmente baseia-se na adi¢do de produtos quimicos (coagulantes e

floculantes).

Os processos de separacdo por membranas apresentam como vantagens, quando
comparados aos processos convencionais, economia de energia, maior seletividade, separacao
de compostos termolabeis e simplicidade de operacédo e escalonamento. Entretanto, segundo
Wang et al. (2011), as principais preocupacdes envolvendo os processos de separacdo por
membranas sdo a perda de desempenho devido a colmatacdo da membrana e 0s custos
relacionados a sua limpeza e substituicdo. Ainda, a deposicdo de material sobre e dentro da
estrutura da membrana denominado de fouling nédo é facilmente removida por acréscimo de
pressdo ou por retrolavagem. Como consequéncia disso, ocorre a perda da permeabilidade a
pressdo constante ou a necessidade de aumentar a pressdo para manter o fluxo de permeado
constante e, por conseguinte, altera a reten¢é@o do soluto.

Em processos envolvendo efluentes liquidos, os PSM permitem a remocédo de ions
dissolvidos a bactérias presentes na agua (Figura 2). As condicBes de operacdo, como a
pressdo transmembrana e o0 material a ser retido, dependerdo da necessidade imposta de cada
processo.
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Figura 2. Principais processos de separacao por membranas em relacdo ao material retido e a
pressdo transmembrana aplicada (SIGH, 2006 e HABERT, BORGES e NOBREGA, 2006).

3.2.1 Membrana

A membrana pode ser considerada uma barreira/fase permeavel ou semipermeavel
que restringe total ou parcialmente espécies de um determinado tamanho (Figura 3), podendo
estas serem poliméricas, inorganicas ou compositas (OYAMA e STAGG-WILLIAMS, 2011,
BASILE et al., 2015). Esta membrana, ou barreira, controla a taxa relativa de transporte de
varias espécies através dela, proporcionando um produto (permeado) deficiente de um certo
componente e um segundo produto (rejeitado) concentrado deste componente. A performance
da membrana é determinada por dois principais fatores, fluxo e retencdo ou seletividade
(RAVANCHI et al., 2009).
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Figura 3. Fundamentos dos processos de separacdo com membranas (WANG et al., 2011).

As membranas podem ser utilizadas em indmeros processos de separacdo na
indUstria. Estas separacfes podem ser utilizadas de duas principais formas: onde ha a
necessidade de separar duas fases, como exemplo agua e 6leo, ou quando as espécies estdo
dissolvidas em uma fase, como exemplo cloreto de sodio na agua. Os PSM tém sido
utilizados nos mais diferentes tipos de industrias (petroquimica, farmacéutica, laticinios,

alimentos, etc.) e suas principais aplicacdes, de acordo com Scott (1998), séo:

a) microfiltracdo (MF): ocorre a filtracdo de particulas com dimensdes de micrometros
de liquidos e gases;

b) ultrafiltracdo (UF): remocao de macromoléculas e coloides de liquidos;

c) pervaporacdo (PV): separacdo de liquidos misciveis;

d) permeacdo de gases e vapores (GP e VP): separacdo seletiva de misturas de gases e
misturas de gases e vapores;

e) eletrodidlise (ED): transporte seletivo de espécies ibnicas e anidnicas;

f) osmose inversa (Ol): remocdo tedrica completa de todas as espécies presentes em um

meio liquido (agua), onde somente a agua permanecera no permeado.
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Nos processos de filtracdo, as membranas ganham destaque uma vez que a retencéo
de particulas ocorre nela, a qual deve apresentar resisténcia mecanica e propriedades que
permitam um fluxo de permeado significativamente interessante para o processo (BASILE et
al.,2015).

Segundo Ravanchi et al. (2009), as membranas podem ser classificadas em duas
categorias: densas e porosas. As caracteristicas da superficie da membrana que se encontra em
contato com a solucédo a ser separada é que define a utilizacdo de uma membrana porosa ou
densa. A Figura 4 ilustra as morfologias mais comuns observadas nas se¢des transversais em

membranas comerciais.

Membranas Simétricas

Membrana microporosa Membrana nancporosa e Membrana eletricamente
isotropica densa carregada

Membranas Assimétricas

Membrana de Loeb-Sourirajan Membrana compdsita de Membrana liquida suportada
anisotropica filme fino anisotrépica
e
Liquido nos
—¥  poros

—

—a Matriz
polimerica

Figura 4. Principais tipos de membranas (RAVACHI et al., 2009).

Independente de a membrana ser densa ou porosa, esta pode ser isotrépica ou
anisotropica. As membranas isotropicas (simétricas) apresentam as mesmas caracteristicas ao
longo de sua espessura, ou seja, possuem diametro de poro regular em toda sua espessura.
Devido as consideraveis perdas de carga e a sensibilidade aos ataques de microrganismos,

membranas isotrépicas sdo pouco utilizadas em aplicagdes industriais (SCOT, 1998).

3.2.2 Membranas aplicadas no tratamento da agua
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A populagdo triplicou ao final do altimo século e podera aumentar em 40 a 50% nos
proximos 50 anos. A superpopulagdo juntamente com a industrializagdo e a urbanizagdo
resultou na crescente demanda por agua potavel. Ainda, a poluicdo dos corpos hidricos
disponiveis ao consumo humano, gradualmente tem se intensificado devido as atividades
humanas e industriais. Como consequéncias desses fatos, muitas pesquisas concentram-se em
novos métodos e novas tecnologias para obter agua potéavel e a reutilizacdo de &guas residuais
(BASILE et al., 2015).

A purificacdo da dgua pode ser entendida como a remocéo de agentes desagradaveis,
tais como: os produtos quimicos, contaminantes bioldgicos e os sélidos em suspensdo
presentes na agua (WANG et al., 2011).

Devido ao baixo custo e alta eficiéncia, a tecnologia por membranas tem dominado o
mercado na purificacdo de agua. Dentre os tipos de membranas, as membranas poliméricas
tém o seu uso em ascensao na industria, pois sdo materiais praticos e econémicos. No entanto,
estas apresentam limitacGes a agentes quimicos, possuem baixa resisténcia mecanica e
térmica (OYAMA e STAGG-WILLIAMS, 2011).

Materiais cerdmicos sdo uma alternativa de materiais aplicados aos processos de
separacdo por membranas, em microfiltracdo e ultrafiltragdo, em substituicdo aos materiais
poliméricos. As vantagens das membranas ceramicas em relacdo as membranas poliméricas
estdo, entre outras, na sua resisténcia a agentes quimicos, alta resisténcia mecéanica e térmica e
no seu uso a uma ampla faixa de pH (MALLADA e MENENDEZ, 2008). Entretanto, estes
materiais apresentam custos elevados e ndo apresentam seletividade consideravel (acima de
85%) a solutos com baixa massa molar (abaixo 20 kDa).

As membranas filtrantes consistem na principal inovagdo tecnoldgica nos processos
de tratamento de agua e esgoto, sendo a primeira grande inovagdo desde o desenvolvimento

das tecnologias convencionais de tratamento de 4gua no inicio do século passado.

3.2.3 Processo de Microfiltracédo

O processo de microfiltracdo, em geral é utilizado em sistemas de tratamento de
agua. Apos um filtro de areia ou filtragdo convencional, a MF pode ser utilizada no tratamento
de &guas subterraneas e aguas superficiais. A microfiltracdo é frequentemente utilizada como
pré-tratamento ao processo de osmose inversa (Ol) em plantas de tratamento de agua
(BASILE et al., 2015).
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A MF é um processo que utiliza um gradiente de pressdo como forca motriz,
associado a uma pele microporosa permeavel (membrana) que visa a remogdo de particulas.
Neste processo, a membrana é submetida a um gradiente de pressdo, geralmente ndo
ultrapassa 300 kPa, que conduz o solvente e as pequenas espécies atraves de seus poros,
enquanto as moléculas maiores ficam retidas (HABERT et al., 2006). Desta forma, a vazao é
dividida em duas: a do concentrado, que é rejeitada pela superficie da membrana, e o
permeado, que passa pelos poros da membrana de microfiltracdo.

Existem dois tipos de microfiltracdo utilizados em processos industriais, a tangencial
(cross-flow) e a perpendicular (dead-end), Figura 5. A microfiltracdo tangencial é um
processo de filtracdo, no qual a solucdo escoa paralelamente a superficie da membrana
enquanto o permeado € transportado transversalmente a mesma. No entanto, no processo
perpendicular, a vazdo da alimentacdo flui perpendicularmente a superficie da membrana e as
particulas concentradas se acumulam nesta, formando uma camada de filtrado sélido
(SCOTT, 1998).

Fluxo Pressio Pressio
Fluxo O Retido
o] 0O O0====-= >

Camada de I:>C) o o
polarizacio o @] O 0 O o
......................... - } O : ' .

o
— e
Membrana

Permeado/Filtrado Permeado/Filtrado

Processo convencional Processo tangencial

Figura 5. Processo de microfiltracdo convencional ou perpendicular (dead-end) e tangencial
(cross-flow) (WANG et al., 2011).

Em um processo de microfiltracdo pode ocorrer uma rapida diminuicdo do fluxo de
permeado da membrana, que é causada pela constri¢cdo do tamanho dos poros ou bloqueio dos
poros devido a deposicdo de particulas e células presentes no meio liquido, formando uma
camada de polarizacdo. Por outro lado, nos processos de microfiltracdo tangencial ocorre uma
reducdo da formacdo da camada de polarizagéo, tornando o fluxo de permeado constante por
um longo periodo. Na microfiltracdo tangencial a alimentacdo € bombeada de forma

interrupta com velocidade de alimentagdo e pressdo transmembrana a serem determinados
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pela necessidade do processo. Em geral, altas velocidades de alimentacdo evitam uma rapida
formagéo da camada de polarizacdo e 0 aumento da pressdo transmembrana proporciona um
aumento da camada de polarizacdo (OYAMA e STAGG-WILLIAMS; 2011, MEYER et al.,
2015).

Os processos de microfiltracdo visam a remogdo de material particulado com massa
molar acima de 500 kDa. Esse processo € capaz de remover bactérias e células em suspensdo
uma vez que o tamanho de poro pode estar variando de 0,1 a 10 um (HABERT et al., 2006).
Entretanto, de forma geral, os materiais (ceramicos e poliméricos) utilizados na confeccao de
membranas de microfiltracdo ndo apresentam carater bactericida, podendo apresentar somente
uma eficiéncia de retencdo de bactérias. Diante disso, a existéncia da possibilidade de
proporcionar a esses materiais um carater bactericida, diversos estudos na literatura agregam a
essas membranas potencial bactericida com uso de metais na forma de nanoparticulas (e.g.
prata e cobre). Estes estudos retratam uma acdo muito eficiente destes materiais compdsitos,
na remogéo e desinfeccdo de microrganismos (QUANG et al., 2013; CHANG et al., 2008;
HANEDA, 2010). No trabalho de Haneda (2010) foi obtido como resultado, em estudo
realizado, uma eficiéncia de 99,99% na desinfeccdo de E. coli, utilizando membranas
ceramicas de microfiltracdo impregnadas com nanoparticulas de prata.

by

3.4 Nanoparticulas de Prata e Cobre como Alternativa a Desinfeccédo

Convencional da Agua

O uso de nanoparticulas (NP) como agentes antimicrobianos é muito importante na
industria téxtil, na desinfeccdo da agua, na medicina e em embalagens para alimentos. A
insercdo das NP em processos de desinfeccdo tem por objetivo, entre outros, sanar 0S
problemas apresentados por alguns compostos quimicos utilizados na atualidade. Muitos
compostos quimicos utilizados na desinfecgdo sdo responsaveis pela toxicidade para o corpo
humano. Por isso, ha um crescente interesse de desinfetantes inorganicos, tais como as
nanoparticulas metéalicas de prata e cobre (HAJIPOUR et al., 2012).

O efeito bactericida das NP é bem conhecido, porém o mecanismo de acdo das
mesmas € parcialmente entendido. O que tem sido proposto é a forte interacdo das
nanoparticulas com grupos tidis de enzimas vitais, tornando-os inativos. As NP interagem

com a membrana bacteriana por interacdo eletrostatica e consequentemente rompem a
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integridade da membrana bacteriana (MORONES et al., 2005 e HAJIPOUR et al., 2012). A
Tabela 3 apresenta diferentes materiais e o seu efeito toxico para diversas bactérias.

Tabela 3. Efeito toxico de diferentes nanoparticulas em diferentes microrganismos.

Mecanismo de

NP Microrganismo  Diametro Dosagem Acio de Toxicidade Comentarios Referéncia
Interagdo com a NP de Ag interagem
parede celular, em maiores
A E coli 3-18 nm 1.4 meLt oxidacéo das ronorcaes quanto GURUNATHAN
9 ' MET 18 proteinas e Proporgoes g (2015)
N menor for o
perturbacdo da .
tamanho da particula
homeostase celular
Inativacdo da cadeia NP de Ag interagem
respiratoria, ruptura  mais facilmente com
20-150 nm - DHAND et al.
Ag S. aureus 0-150 0,107- 0,535 mg-L* da membrana bactérias gram- eta
MET . . . (2016)
celular, bloqueioda  negativas devido a
replicagdo do DNA fina camada de PG
Al S. aureus 28-6,7nm
g . MET SCHNEID et al.
(2015)
lons de cobre em NP de cobre
contato com alvo apresentam
Cu S. aureus 50-70 nm 1,875-3,75 mg'L*! interrompem s mecanismos KRUK etal.
ELD processos (2015)
Lo semelhantes aos da
bioquimicos,
s . prata
inativando enzimas
Causa danos
irreversiveis a
membrana A acédo de NP de
. 100-600 B} bacteriana por meio f:obfe pcide causar DANKOVICH e
Cu E. coli nm 10 e 65 mg-g*de papel ~ do aumento da inativacédo de SMITH (2014)
MEV permeabilidade da microrganismos em
membrana e alguns minutos
desestabilizagao das
células
Afinidade bacteriana O efeito de
por interagdo toxicidade é menor
70 E coli 15-70 nm 210 mg-g'de eletrostatica, em bactérias gram- MOTSHEKGA et
' MET quitosana/bentonita geracdo de radicais positivas de vido a al. (2015)
livres e distirbioda ~ camada de PG mais
permeabilidade espessa
Decomposigdo da . ~
TiO E. coli 50 nm 62,5 mg-L? membrana Nops;juee;l?ozx?s;zjade AHMAD et al.
2 ' MET -~ M8 bacteriana externa Eo escuro (2015)
por ERO*

*ERO: Espécies Reativas de Oxigénio.

3.4.1 Efeito Bactericida da Prata

A prata tem sido extensivamente utilizada em materiais bactericidas e como agente
antimicrobiano. Os compostos de prata, também tém sido utilizados no campo médico para
tratar queimaduras e uma variedade de infeccBes. As nanoparticulas de prata vém sendo
estudadas como forma de liberacdo de antibidticos, em filtros com o objetivo de desinfeccéo

da agua e em materiais de revestimento. Devido as suas propriedades antibacterianas, as
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NPAg tém sido utilizadas para prevenir o crescimento bacteriano em pensos para feridas,
tecidos téxteis e revestimentos de madeira (NORDBERG et al., 2014).

O numero de produtos comercializados contendo algum nanomaterial tem aumentado
consideravelmente, sendo as NPAg as mais comercializadas (LEM et al., 2012). A Figura 6

apresenta as diversas aplicagdes das nanoparticulas de prata.

® Vestuario/Téxtil
u Beleza e higiene pessoal
H Eletronicos
Filtracao
® Comida e bebida
= Produtos para o lar
W Materiais
® Hospitais e cuidados com a

satde

= Embalagens

Figura 6. Diversas aplicacdes de nanoparticulas de prata (LEM et al., 2012).

Diversos estudos na literatura relatam a acdo da prata como agente bactericida,
porém o seu mecanismo € pouco claro e entendido. Segundo Radzig (2013) a prata na forma
de NP é eficaz contra bactérias resistentes a antibioticos, bem como contra fungos e virus.

No trabalho de Zodrow et al. (2009) foi observado um efeito bactericida (99%) de
membranas de polissulfona contendo nanoparticulas de prata contra a bactéria E. coli. De
acordo com os autores, a prata foi inicialmente biodisponibilizada em concentracdes
suficientes para a inativagdo do microrganismo. Os mesmos autores observaram pouca
formacgéo de biofilme formada pelo microrganismo Pseudomonas mendocina. A atividade
bactericida sobre o biofilme foi atribuida principalmente a liberacdo de ions Ag presentes na
membrana. Em trabalho similar, Koseoglu-Imer et al. (2013) observaram que as membranas

preparadas de polissulfona contendo prata podem apresentar 0 mesmo comportamento, ou
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seja, 0s fons Ag" atacaram as bactérias e perturbaram as suas funcdes e assim deterioraram o
crescimento bacteriano.

As NP provocam ao DNA perda de sua capacidade de replicacdo quando as bactérias
sdo tratadas com ions de prata. O modo de acao da prata inclui a direta interacdo das NPAg e
o0 alvo, a liberacdo de ions de prata e a geracdo de espécies reativas de oxigénio. A inibicdo de
microrganismos envolve a interacdo de residuos de cisteina em regides criticas de proteinas,
resultando na sua inativacdo. Além disso, o efeito da prata causa ruptura da membrana celular
ocorrendo a perda de cétions de potassio (K*) da membrana, interrompendo o transporte
celular e a respiragdo (CHAMAKURA et al., 2011).

3.4.2 Efeito Bactericida do Cobre

O cobre é um metal essencial para os sistemas vivos e é encontrado em uma
variedade de enzimas incluindo superdoxido dismutase, peroxidase, citocromo-oxidase. Além
de elemento essencial para a vida, apresenta caracteristicas Unicas que o torna um dos metais
gue mais trazem beneficios para a humanidade. Historicamente, o cobre é um dos mais
antigos metais a ser descoberto pelo homem e sempre se fez presente na evolugdo das
civilizagdes. A sua exploragdo e 0 seu uso sdo marcantes na economia e na sociedade em
todos os tempos. O cobre é necessario para o correto funcionamento do organismo e faz parte
dos elementos essenciais para a saude dos seres humanos, animais e vegetais. A OMS
recomenda uma quantia de 12,5 pg-d™* de cobre por kg de peso em adultos, isso equivale a
0,88 mg para uma pessoa de 70 kg. Os diversos beneficios do cobre englobam néo sé a satde
humana como também pode ser aproveitado contra microrganismos patogénicos
(NORDBERG et al., 2014 PROCOBRE, 2016).

Com o desenvolvimento da nanotecnologia, o cobre, na forma de nanoparticulas, tem
sido cada vez mais aplicado como agente antimicrobiano em inddstrias téxteis, em
equipamentos hospitalares, preservacdo da madeira e tintas anti-incrustantes. O efeito
bactericida do cobre para uma vasta gama de bactérias gram-positivas e gram-negativas tem
sido relado por muitos autores (REN et al., 2009 e BAEK e AN, 2011).

As NPCu necessitam de concentragbes maiores em relagdo a NPAg para
apresentarem efeito bactericida. A capacidade bactericida das NP mostrou que essas, como as
de Ag e Cu, liberam fons (Ag* e Cu?*) que causam alteragdes de pH e condutividade em meio
liquido. Esta liberacdo de ions metalicos em solucdo tem a capacidade de inativar e/ou matar

microrganismo. Os fons Cu?* sdo capazes de romper as membranas celulares bacterianas e ao
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entrarem através dela interrompem a fungdo enzimética. Os efeitos indiretos a partir de
mudancas no ambiente também poderdo ter impacto sobre a eficacia das nanoparticulas
metalicas contra microrganismos (REN et al., 2009).

O estudo Baek e An (2011) avaliou o efeito bactericida de nanoparticulas de CuO,
NiO, ZnO e Sh.Os3 contra os microrganismos E. coli, Bacillus subtilis e S. aureus. Neste
estudo foi verificado que as NP de CuO tem maior efeito sobre a bactéria E. coli do que as
demais nanoparticulas. Este efeito maior apresentado pelo cobre esta relacionado a uma maior
interacdo dos ions cobre com os microrganismos. O efeito dos ions metalicos liberados por
nanoparticulas ndo depende somente do metal utilizado, mas também do microrganismo que
esta exposto.

A toxicidade do cobre em bactérias depende da combinacdo de muitos fatores, tais
como temperatura, aeracdo, pH, concentracdo de NP e concentracdo de bactérias. A alta
temperatura, alta aeracdo e baixo pH decresce a aglomeragdo do cobre e aumenta a
toxicidade. A menor aglomeracdo fornece superficie mais disponivel para a interacdo com as
membranas bacterianas e para a solubilizacdo de ions de cobre, 0 que leva a maior toxicidade.
Formas metalicas e idnicas do cobre produzem radicais hidroxilas que danificam as proteinas
essenciais e 0 DNA (HAJIPOUR et al., 2012).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

As membranas cerdmicas de alumina (o-Al203) (M1) e mulita (Al203-SO2) (M2),
Figura 7, foram fornecidas pela empresa Tecnicer Tecnologia Ceramica Ltda (Séo Carlos —
SP). Estes materiais apresentam estrutura tubular e microporosa, com tamanho médio de poro
de 0,40 = 0,17 um e 0,60 £ 0,17 um, para a M1 ¢ M2, respectivamente. A Tabela 4 mostra as

informacdes das dimensdes das membranas utilizadas neste trabalho.

Tabela 4. Dimensdes das membranas ceramicas utilizadas neste estudo.

Dimensdes (cm) M1 M2
Comprimento 19,6 19,6
Espessura da parede 0,16 + 0,04 0,15+ 0,05
Diametro interno 0,80+ 0,01 0,81 +0,03

Area (cm?) 49,25+ 0,61 50,30 £ 2,31

M1-Alumina e M2-Mulita.

Figura 7. Fotografia das membranas ceramicas tubulares comerciais.

Os reagentes utilizados na sintese das nanoparticulas neste trabalho foram o poli
(&lcool vinilico) (PVA, Vetec, MM = 89 kDa), nitrato de prata (AgNOs, Synth), nitrato de
cobre trihidratado (Cu(NO3)2-:3H.0, Sigma-Aldrich) e boroidreto de sddio (NaBH4, Merck),
Tabela 5. Na preparacdo das dispersdes coloidais foi usada agua ultrapura (sistema Milli-
Q/Millipore).
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Tabela 5. Reagentes utilizados na obtencdo das nanoparticulas de prata e cobre.

Nanoparticulas Sal metalico Agente redutor Dispersante

Ag’ AgNOs (Synth) NaBHs (Merck) PVA (Vetec)

Cu(NO3)2-3H20 (Sigma-

0
cu Aldrich)

NaBHs (Merck) PVA (Vetec)

Para as analises microbioldgicas foram utilizados o caldo nutriente Broth (Merck) e o
agar nutriente para crescimento bacteriano (HIMEA). Esses reagentes foram utilizados com
propdsito de propiciar um meio de cultura para o crescimento do microrganismo em estudo,
no caso a E. coli. Ainda, foram utilizados cloreto de sddio (NaC¢) (Merck) (para as dilui¢des
e plagueamento) e agua sanitaria (QbOA) 3% (v/v) para realizar a desinfec¢cdo do sistema de

microfiltracdo, antes e depois do processo de microfiltracao.

4.2 Métodos
4.2.1 Caracterizacdo das Membranas Ceramicas Comerciais

4.2.1.1 Caracterizacdo Morfoldgica e Composicdo Quimica

A analise microestrutural da superficie e secdo transversal das membranas
comerciais foi realizada por microscopia eletrnica de varredura em um microscopio
eletronico de varredura de emissdo de campo (MEV-EC) da marca TESCAN modelo MIRA3
acoplado a um detector EDE, no Laboratério Central de Microscopia (LCMIC) da
Universidade de Caxias do Sul (UCS). Neste mesmo equipamento foi realizada a analise da
composicdo do material por espectroscopia de dispersdo de energia. As membranas foram
fraturadas e metalizadas por pulverizacdo catodica com uma fina camada de ouro e carbono
antes da sua caracterizagao.

As distribuicGes do tamanho de particula apresentadas pelas membranas cerdmicas
M1 e M2 foram obtidas a partir das imagens de MEV e com o auxilio do Software ImageJ
versdo 1.50b.
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4.2.1.2 Difragéo de Raios X das Membranas Ceramicas

As amostras em p6 das membranas ceramicas foram analisadas no difratbmetro de
raios X da marca Shimadzu, modelo XRD-6000 com radiagdo CuKoa, A=1,5406 A, no LCMIC

da UCS. As condigdes de andlise utilizadas podem ser visualizadas na Tabela 6.

Tabela 6. CondicGes utilizadas na obtencdo dos difratogramas de DRX das amostras das
membranas ceramicas.

Condicdes de analise MT1® MT2@
Passo angular 0,05° 0,025°
Intervalo angular 10 a 80° 10 a 80°
Tempo de integracao 1 segundo por angulo 3 segundos por angulo
Velocidade de varredura 2° por minuto 2° por minuto

(1) CUNHA et al. (2014).
(2) SAINZ et al. (2000).

4.2.1.3 Tamanho e Distribui¢éo de Poro

O tamanho médio de poros e a distribuicdo de poros foram determinados pela analise
de porosimetria por intrusdo de mercurio. A analise foi realizada em um porosimetro da marca
Quantacrhome, modelo PM-60-17, no Instituto de Materiais Ceramicos (IMC) da UCS. Antes
das andlises, as membranas foram tratadas termicamente a 400°C por 4 horas para eliminar a

umidade e qualquer material organico presente.

4.2.1.4 Testes de Permeabilidade e Retencdo de Proteinas

Antes de realizar os ensaios de permeacdo e retencdo de proteinas, as membranas
ceramicas M1 e M2 passaram por ensaio de compactacdo a pressdo de 250 kPa durante
1h.

Todos os testes e as anélises de microfiltragdo com agua e proteinas foram realizados
no Laboratorio de Pesquisa em Quimica dos Materiais (LPQM) da UCS em um sistema de
bancada, Figura 8. O sistema é composto por um tanque de alimentagdo de 3 litros, um
sistema de bombeamento (modelo 8075-111-313) com uma bomba de diafragma com trés
camaras de deslocamento positivo da Positive Displacement e um motor da Permanent
Magnet P/N 11-155-05. A vazdo de trabalho utilizada foi de 0,93 L-min™* com nGmero de

Reynolds teorico, calculado, de 2.630.
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Mandmetro

Vélvula esfera @
ﬁRetido %

—— _—
Tanque

alimentag&o Maédulo dfi m_embrana Permeado
(polipropileno) ceramica i

(aco inoxidavel)

Tanque de coleta
de permeado

Bomba de diafragma (polipropileno)

de deslocamento positivo

Figura 8. Representacdo do sistema de microfiltracdo utilizado nos processos de separagéo
por membranas.

As membranas comerciais M1 e M2 foram caracterizadas pelo fluxo de agua pura
nas pressdes de 50, 100, 150 e 200 kPa e calculado conforme a Equagdo 1. As amostras de

permeado foram coletadas e medidas a cada 5 min.

=7 Equacédo 1

sendo, J o fluxo de 4gua (L'm?h™), V o volume permeado (L), A a area da membrana (m?)

e At o tempo de permeacdo (h).

O estudo de rejeicdo de proteinas foi realizado usando solugdes de proteinas de
diferentes massas molares. Foram utilizadas as proteinas tripsina (TR) (20 kDa), albumina de
ovo (ALBOVO) (45 kDa) e albumina sérica bovina (BSA) (69 kDa). As solugdes proteicas
foram preparadas individualmente na concentracdo de 100 ppm. Os testes com as proteinas
foram realizados a fim de verificar a capacidade de rejeicdo das membranas. Para tal, durante
0s experimentos de microfiltracdo foram realizadas coletas de amostras a cada 20 min e

analisadas em um espectrofotdmetro de ultravioleta — Genesys 10UV Termo Spectronic (UV-
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Visivel) no comprimento de onda de 280 nm. A retencdo de proteinas (%RP) foi calculada
pela Equagéo 2.

C
%RP = [1—C—p]x100 Equacéo 2

f

Durante os ensaios foram realizadas as medicdes dos fluxos de permeado das
solugdes proteicas a cada 5 min na pressao constante de 100 kPa e calculado de acordo com a
Equacéo 1.

4.2.2 Obtencéo e Caracterizagdo de Nanoparticulas de Prata e Cobre

A Figura 9 apresenta o fluxograma geral da obtencdo de nanoparticulas de prata e
cobre. A obtencdo das nanoparticulas foram adaptados e realizados de acordo com Pencheva
et al. (2012) e Abdulla-Al-Mamun et al. (2009).

Nanoparticulas de prata

Nanoparticulas de cobre

Dissolugéo de 5 g de PVA em Dissolugéo de 5 g de PVA em
80 mL de H,O (~ 80°C) 80 mL de H,O (~ 80°C) 5
' ' —
Dissolugéo de 2 g de AQNO; em Dissolugao de 2 g de Cu(NOs), | |+ |
10 mL de H,0O em 10 mL de H,O 5
} } -
Adicdo da solucdo de AgNO; a Adicdo da solucdo de Cu(NOs), | | = }
solucéo de PVA a solucéo de PVA =
N
A Y
Dissolucéo de 0,005 g de NaBH, Dissolucéo de 0,07 g de NaBH,
em 10 mL de H,O em 10 mL de H,O =
A
Reducao dos ions de prata pela Reducdo dos ions de cobre pela
adicdo completa da solucéo de adicdo completa da solugdo de
NaBH, NaBH,

Armazenagem na auséncia de luz e temperaturas
inferiores a 5°C para posterior caracterizacao

Figura 9. Fluxograma dos procedimentos desenvolvidos para a obtencéo de nanoparticulas de
prata e cobre (ABDULLA-AL-MAMUN et al., 2009 e PENCHEVA et al., 2012).
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4.2.2.1 Obtengéo de Nanoparticulas de Prata

A obtencdo de nanoparticulas de prata foi realizada em meio aquoso a partir da
reducdo quimica de fons de Ag" utilizando como agente redutor o boroidreto de sédio. Para
estabilizar as nanoparticulas de prata utilizou-se uma dispersdo de PVA.

Foram dissolvidos 5 g de PVA em 80 mL de agua, sob agitacdo magnética constante
e temperatura aproximada de 80°C. Apos, foram preparados 10mL de uma solucdo de nitrato
de prata 1,18mol-L*que foi adicionada gota a gota (1 gota por segundo) a solugdo de PVA,
previamente preparada e resfriada a temperatura aproximada de 23°C. Ap6s a mistura dessas
duas solugbes, uma solucdo de 10 mL de boroidreto de sodio (13,22 mmol-L™Y), previamente
preparada, foi acrescentada a esse sistema (gota a gota) e a dispersdo final foi mantida sob
agitacdo por mais 1 min. A dispersdo resultante (cinza) foi armazenada em geladeira (5°C e
auséncia de luz) para posterior caracterizagao.

A concentracdo de nitrato de prata estimada, ao final do procedimento, foi de
aproximadamente 20 g-L™*. A concentragdo de prata presente em solucgdo foi determinada por
espectrometria de absor¢do atbmica em um espectrémetro de absorgdo atomica (AANALYST
200), no Laboratdrio de Analises e Pesquisas Ambientais (LAPAM) da UCS.

4.2.2.2 Obtencao de Nanoparticulas de Cobre

As nanoparticulas de cobre, assim como para as de prata, foram obtidas pelo método
de reducdo quimica com NaBHa e estabilizadas com PVA.

A preparacao desta solucdo foi realizada pela dissolucdo completa de 5 g PVA em 80
mL de 4gua. Em seguida, 10 mL de soluc&o de nitrato de cobre Il trihidratado 1,07 mol-L* foi
adicionada gota a gota (1 gota por segundo) a solucdo de PVA, previamente preparada e
resfriada a temperatura aproximada de 23°C. Foram preparados 10 mL de NaBH4
185 mmol-L* que apés foi adicionado (gota a gota) a solucéo de nitrato de cobre 1l e PVA,
sob agitacdo constante. Ao final do procedimento a dispersdo apresentou coloragcéo vermelha
escura. Apos a reducdo completa, a solucdo foi armazenada em geladeira (5°C e auséncia de
luz) para posterior caracterizagao.

A concentragdo de nitrato de cobre Il trihidratado em solugdo estimada foi de
aproximadamente 25,75 g-L™. Assim como para a prata, foi usada a espectrometria de absorcio

atdbmica para determinar a quantidade de cobre metélico em solucao.
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4.2.2.3 Difragéo de Raios X das Nanoparticulas de Prata e Cobre

As amostras em poO das nanoparticulas de prata e cobre foram analisadas no
difratdbmetro de raios X da marca Shimadzu, modelo XRD-6000 com radiacdio CuKa,
2=1,5406 A, no LCMIC da UCS. As condi¢Bes de analise utilizadas podem ser visualizadas
na Tabela 7.

Tabela 7. Condicges utilizadas na obtencdo dos difratogramas de DRX das amostras em po
das nanoparticulas de prata e cobre (LV et al., 2009 e ABDULLA-AL-MAMUN et al., 2009).

Condices de analise*

Passo angular 0,05°
Intervalo angular 30a80°
Tempo de integracao 2 segundos por angulo
Velocidade de varredura 2° por minuto

Para obter as amostras em po foi necessaria a centrifugacdo das dispersdes coloidais
de prata e cobre em uma centrifuga BioEng BE-5000 por 30 min. Apos a centrifugacdo as
amostras foram lavadas com acetona comercial e secas em estufa por 24 horas a

aproximadamente 70°C.

4.2.2.4 Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

As imagens das nanoparticulas de prata e cobre foram obtidas em um Microscopio
Electronico de Transmissdéo (MET) JEOLJEM-1200 Ex II, no Centro de Microscopia
Eletrénica (CME) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). O equipamento
foi operado a uma voltagem de 80kV. As amostras das dispersdes coloidais de prata e de
cobre foram diluidas (1:10) e tratadas em um sistema de ultrassom por 10 min para a melhor
dispersdo das nanoparticulas. Em seguida, uma gota de cada dispersdo de nanoparticulas de
prata e de cobre foram depositadas sobre um grid de cobre com filme de Formvar (300 mesh)

e deixadas secar por 24 h.

4.2.2.5 Anélise de Absorbancia no UV-Visivel das Nanoparticulas de Prata e Cobre

As dispersdes contendo as NPAg e NPCu foram analisadas em um espectrofotbmetro
Genesys ultravioleta, 10mV, Termo Spectronic (UV-Visivel) no LPQM da UCS, na faixa de
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comprimento de onda situada entre 250 e 800 nm, utilizando-se uma cubeta de
poli(metilmetacrilato) de caminho dptico de 10 mm.

4.2.2.6 Distribuicdo de Tamanho de Nanoparticulas por Espalhamento de Luz

A distribuicdo de tamanho de nanoparticulas foi avaliada em um equipamento
NANO-flex® 180° DLS size no Laboratério de Polimeros (LPOL) da UCS. Para as analises,
foi utilizada uma faixa de operacdo nanometrica de 0,8 a 6500 nm. As amostras das
dispersdes coloidais de prata e de cobre foram diluidas (1:10) e tratadas em um sistema de
ultrassom por 1 min para a melhor dispersdo das nanoparticulas.

4.2.3 Obtencdo das Membranas Ceramicas Impregnadas com Prata e Cobre

4.2.3.1 Método de Preparacéo das Membranas Cerémicas Revestidas com Prata e Cobre

A Figura 10 apresenta o processo utilizado na impregnacdo das nanoparticulas de
prata e cobre no interior das membranas ceramicas comerciais.

As nanoparticulas de prata e cobre foram impregnadas nas membranas ceramicas M1
e M2 pelo método de dip-coating. Para tal, as dispersdes coloidais de prata e cobre foram
adicionadas no interior das membranas ceramicas, as quais se encontravam fechadas de um
dos lados. Para evitar a oxidacdo das nanoparticulas devido ao contato com o ar atmosférico,
durante o processo de dip-coating o outro lado do tubo ceramico permaneceu fechado.

O processo de impregnacdo durou 2 h e, ao final desse periodo foi removida o
excesso de solugédo contida no interior das membranas e realizada a secagem em estufa por
40 min a temperatura de aproximadamente 70°C. O objetivo da secagem foi promover a
aderéncia do PVA contendo as nanoparticulas metélicas no interior das membranas
cerdmicas. Esse processo de impregnacéo foi realizado por mais duas vezes, totalizando um
tempo de 8 h de impregnacdo. Por fim, as membranas cerdmicas revestidas com prata e cobre

foram tratadas termicamente a 600°C durante 4 h para a remogéo do PVA.
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0 Secagem das membranas
cerimicas comercials
(alumina o € mulita) por 12 h
a ~70°C para a remogio da
umidade

Preparagio das solugdes
colidais de prata e cobre em
PVA 5% (m/v), utilizando
boroidreto de sodio como
agente redutor

40 mina ~70°C
prata € cobre nas membranas cerdmicas

O processo de deposicio foi realizado por
mais duas vezes para garantir a presenca de

Remogcio do excesso de solugio e
retorno ao processe de secagem por

Deposigio da solugio
coloidal de cobre e prata
no interior das
membranas ceramicas
comerciais por 2 h

M S S NS
M1-Ag M2-Ag
2
(— =

Calcinacio das membranas contendo prata e
cobre por 4 h a temperatura de 600°C com
taxa de aquecimento de 10°C-min”’

Obs.: O tempo total de preparacio para cada
membrana foi de aproximadamente 25 h
Figura 10. Fluxograma dos procedimentos para a obtencéo das membranas ceramicas
impregnadas com prata e cobre. Onde: M1-Ag é a membrana de alumina contendo prata, M1-
Cu é membrana de alumina contendo cobre, M2-Ag é a membrana de mulita contendo prata e
M2-Cu é membrana de mulita contendo cobre.
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4.2.3.2 Caracterizagdo das Membranas Ceramicas Revestidas com Prata e Cobre

A presenca de prata e cobre na superficie interna das membranas ceramicas foi
avaliada por microscopia eletrénica de varredura em um microscopio eletronico de varredura
de emisséo de campo (MEV-EC) da marca TESCAN modelo MIRA3 acoplado a um detector
EDE, no LCMIC da UCS. Neste mesmo equipamento foi verificada a presenca de prata e
cobre por espectroscopia de dispersdo de energia. As membranas foram fraturadas e
metalizadas por pulverizacdo catodica com uma fina camada de ouro.

Para verificar a concentracdo aproximada de prata metalica presente nas membranas
ceramicas foi usado um espectrometro de absor¢do atdomica (AANALYST 200),
(LAPAM/UCS). Para realizar a analise, as amostras do material ceramico contendo prata e
cobre foram maceradas em um gral/pistilo.

A quantidade de prata e cobre presentes em meio liquido foi analisada em um
equipamento de espectrometria de emissdo dptica com plasma indutivamente acoplado (ICP-
OES), no Laboratério de Andlises Quimicas Industriais e Ambientais (LAQIA) da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). Conforme a metodologia de Lv et al. (2009),
as amostras das membranas cerdmicas contendo prata e cobre foram adicionadas,
separadamente, em 50 mL de &gua ultrapura e, em seguida, foi realizada a ultrassonificacdo
por 15 min. A Tabela 8 mostra a massa de material utilizada para essa anélise.

Tabela 8. Quantidades, em massa de material das membranas contendo prata e cobre,
utilizadas na determinacdo de prata e cobre liberados em meio liquido apds processo de
ultrassonificag&o.

Amostra de material Massa ()
M1-Ag 3,14
M1-Cu 1,93
M2-Ag 2,38
M2-Cu 1,96

4.2.4 Analise Microbiologica das Membranas Ceramicas

Neste subcapitulo serdo apresentados os procedimentos utilizados nas andlises
microbioldgicas desse trabalho. Esses procedimentos foram realizados no Laboratério de
Enzimas e Biomassas (LENB) da UCS.
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4.2.4.1 Testes de microfiltracdo

O sistema de microfiltracdo utilizado nos experimentos com a E. coli € o mesmo
utilizado conforme subcapitulo 4.2.1.4 (Figura 8).

Os experimentos foram realizados com as membranas cerdmicas impregnadas e ndo
impregnadas com prata e cobre, em uma capela de exaustdo com fluxo laminar (Figura 11)
esterilizada com radiacdo ultravioleta por 15 min para evitar possiveis contaminacfes

externas.

Figura 11. Fotografia do sistema de microfiltracdo e da capela de exaustao utilizada nos
experimentos com o microrganismo Escherichia coli.

Incialmente, foi realizada a limpeza do sistema de microfiltracdo com &gua sanitaria
a 3% (v/v) por 1 h. Em seguida, foi circulada, no sistema, agua destilada autoclavada durante
1 h com o intuito de remover o residual de dgua sanitéria presente. E, por fim, foi trocada a
agua destilada autoclavada e refeito o processo de remocao de dgua sanitaria residual por mais
1 h. Esse processo de limpeza foi utilizado para todos testes envolvendo a E. coli antes e ap6s

0 processo de microfiltracéo.
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Os testes referentes ao microrganismo (E. coli) foram realizados por 1 h a pressoes
transmembranas de 50, 100, 150 e 200 kPa. Durante os testes de microfiltragdo foram
coletadas amostras da alimentacdo e do permeado a cada 20 min para realizar os testes de

plagueamento e contagem de células.

4.2.4.2 Preparacdo do Meio Liquido de Crescimento

O preparo do meio liquido de crescimento consistiu na dissolugdo de 1,6 g de caldo
nutriente em 200 mL de &gua destilada sob agitacdo magnética. Em seguida, a solucdo foi
distribuida em 4 frascos Duran 50 mL (em cada um). Apds, os frascos foram autoclavados por
15 min a 121°C. Cada um destes frascos recebeu 1 mL da solucdo inicial enriquecida
contendo a E. coli e assim se deu o crescimento da mesma em estufa por 24 horas a
temperatura de 35°C. Cabe salientar que cada frasco desses representa um teste com uma
pressdo diferente das utilizadas neste trabalho. E, para preparar a solugdo a ser utilizada no
processo de microfiltracdo foi adicionado 10 mL da solucdo contendo a E. coli do frasco
Duran em 1 L de agua destilada autoclavada. Este procedimento repetiu-se para cada pressao

transmembrana utilizada neste trabalho.

4.2.4.3 Preparagéo do Meio de Dilui¢éo

O meio de diluicdo consiste de uma solucdo salina que favorece um meio estavel
para 0 armazenamento da bactéria E. coli. Este meio ndo deve ser hipoténico devido ao
fendmeno de turgescéncia, o qual ocasionara a morte bacteriana (LIGHTFOOT e MAIER,
2003).

A solucéo salina de diluigdo foi preparada, na concentragdo de 9 g-L™?, sob agitacdo
magnética. A seguir, 9 mL dessa solucdo foi pipetada e distribuida em frascos ambar. Apds,
estes frascos foram esterilizados. O procedimento de diluicdo pode ser visualizado na

Figura 12.
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Adiciona-se 1 mL

Processo de dilui¢do das células de E. coli em
solu¢do salina na concentragao de 9 g'L']

Tanque
alimentagio

A

As coletas de amostras da 10—1 10—2 10—3 10—4 10-6

alimentagdo e do permeado | | | |
. N RGRORG

foram realizadas em 20, 40 e ‘
60 min do processo de

Figura 12. Processo de diluicdo e plagueamento utilizado para a contagem da bactéria

Escherichia coli.

microfiltragdo

Este procedimento foi realizado para as diferentes pressées transmembranas em
estudo, sendo que para cada pressao foram necessarios 36 frascos &mbar de solucdo salina,
portanto, totalizando 144 frascos ambar contendo essa solugéo salina.

4.2.4.4 Preparacdo do Meio Sélido em Placas de Petri

O preparo do meio sélido consistiu na diluicdo de 3,2 g de caldo nutriente e 8 g de
agar nutriente em 400 mL de &gua destilada sob agitagdo magnética. Apos, essa solugdo foi
autoclavada a 121°C por 15 min. Em seguida, a solucdo foi distribuida em placas de Petri, as
quais foram previamente esterilizadas. Essas placas contendo o meio sélido foram utilizadas

na contagem de unidades formadoras de colonias nos experimentos de microfiltracao.

4.2.4.5 Teste de Zona de Inibicdo

Para realizar os testes de zona de inibi¢do, o meio solido, preparado conforme o
subcapitulo 4.2.4.4, foi vertido em placas de Petri esterilizadas. Como no subcapitulo 4.2.4.2,
1 mL de solugdo de E. coli enriquecida foi adicionada em 50 mL de solugdo de caldo
nutriente, a qual foi incubada por 24 h a 35°C. Posteriormente, 100 pL da solucdo contendo a
E. coli incubada foi adicionada em 10 mL de agua destilada, a qual foi utilizada nos testes de

zona de inibigdo. A Figura 13 apresenta de forma simplificada este processo.
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Para cada placa de Petri foi adicionado 100 pL de
solucdo contendo a E. coli
Os experimentos foram realizados em triplicatas
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Figura 13. Distribuicdo de solucéo de Escherichia coli sobre meio sélido para as membranas
ceramicas com e sem prata e cobre.

Apbs, 100pL de agua destilada autoclavada contendo as células de E. coli (~10°
UFC-mL™) foram adicionadas sobre as placas e espalhadas uniformemente. Em seguida, as
amostras das membranas M1, M2, M1-Ag, M1-Cu, M2-Ag e M2-Cu foram colocadas sobre o
gel de agar solidificado, bem como os filmes de PVA e papel aluminio puros. O filme de
PVA e aluminio foram testados como controle.

O papel de aluminio foi utilizado somente como superficie para impregnar as
dispersdes de PVA contendo as nanoparticulas metalicas. Esse método foi utilizado uma vez
que o PVA tende a dissolver-se na presenca de umidade e na elevacdo de temperatura,
dificultando a visualizagéo nas placas. Por fim, as placas foram incubadas a 35°C durante 24h

para posterior analise da zona bacteriana inibida.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo das Membranas Ceramicas Comerciais

5.1.1 Avaliacdo Morfoldgica e Composicdo Quimica das Membranas Ceramicas

A Figura 14 apresenta as imagens obtidas por MEV-EC das membranas ceramicas
comerciais M1, Figura 14 (a) e (b), e M2, Figura 14 (c) e (d).

A estrutura morfologica apresentada pela membrana ceramica M1 é caracterizada
por aglomerados de particulas com formas irregulares. A membrana M1 apresentou uma
estrutura porosa com poros interligados e dispersos de modo uniforme, sem falhas ou trincas
evidentes. Pode considerar que a porosidade da superficie exterior € maior do que da
superficie interna, Figura 14 (a), o que indica um comportamento diferente no processo de
formagdo das superficies (ZHU et al., 2015). Além disso, alguns macrovazios podem ser
observados na superficie da membrana (circulos vermelhos).

A membrana ceramica M2, ao contrario da M1, apresentou aglomerados de gréos
bastante irregulares e heterogéneos, Figura 14 (c). E possivel observar microvazios (circulo
vermelho) na superficie do material e, como principal caracteristica, depressdes ao longo de
sua estrutura, o que pode influenciar em uma alta rugosidade do material (ZHAO et al., 2015).
Como principal consequéncia disso, havera maior deposicéo de solutos sobre a superficie do
material e, consequentemente, uma diminuicdo significativa no fluxo de permeado. Outra
caracteristica importante é seu aspecto denso (circulo amarelo), em sua superficie,

caracteristica que esta relacionada a sinterizacdo do material (ZHU et al., 2015).
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Figura 14. Imagens das membranas ceramicas comerciais obtidas por MEV. (a) superficie
interna e (b) se¢do transversal interna da membrana cerdmica M1, e (c) superficie interna e (d)
secdo transversal interna da membrana ceramica M2.

A Figura 15 apresenta o histograma de distribuicdo de tamanho de particulas das
membranas M1 e M2. As particulas apresentaram um tamanho médio aproximado de 2,74 um
para a M1 e 3,17 um para a M2, Figura 15 (a) e (b), respectivamente. Este comportamento,
apresentado pelos materiais, evidencia uma estrutura morfoldgica distinta entre as membranas

em estudo.
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Figura 15. Histograma de distribuicdo de tamanho de particulas das membranas ceramicas
em estudo, sendo (a) M1 e (b) M2.

A Figura 16 ilustra o resultado da composicdo quimica obtida por EDE das
membranas cerdmicas M1 e M2. Podem-se observar para M1 picos relacionados ao aluminio,
oxigénio, magnésio, silicio e zircdnio. A membrana M2 apresentou picos referentes ao
aluminio, silicio e oxigénio, demonstrando que o material é composto por alumina e éxido de
silicio. De acordo com o fabricante, a M2 é composta de alumina (Al.Oz) (65%) e de silica

(SiO2) (35%). A presenca de ouro e carbono diz respeito ao preparo das amostras.
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Figura 16. Espectroscopia de dispersao de energia (EDE) das membranas ceramicas
comerciais de (a) M1 e (b) M2.
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5.1.2 Difracdo de Raios X das Membranas Ceramicas Comerciais

A composicdo mineraldgica das membranas ceramicas foi avaliada por DRX (Figura

17). A Figura 17 apresenta as imagens dos pés das amostras das membranas M1 e M2

utilizadas na determinacdo das fases cristalinas por DRX.

A membrana M1 apresenta um sistema cristalino hexagonal alumina a com picos
caracteristicos de 20 = 25,6; 35,15; 37,8; 43,35° (Figura 17 (a)), de acordo com a carta

cristalografica ICSD n°. 23660.
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A M2 apresenta uma estrutura ortorrombica com alta cristalinidade com picos
caracteristicos de 20 = 16,4; 26,2; 35,6 e 43,3° (Figura 17 (b)). O resultado de DRX obtido

para esta amostra foi comparado a carta cristalografica ICSD n°. 23726.

5.1.3 Tamanho e Distribuicéo de Poro

A distribuicdo de tamanho de poro para as membranas ceramicas em estudo podem
ser visualizadas na Figura 18. As Figuras 18 (a) e (c) apresentam a plotagem da derivada das
curvas cumulativas, dV/d(log d), em funcédo do diametro de poros das membranas ceramicas

comerciais de M1 e M2.
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Figura 18. Perfis de distribuicdo de poros e intrusdo de mercurio obtidos por porosimetria por

intrusdo de mercurio para as membranas ceramicas M1 (a) e (b) e M2 (c) e (d).
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O perfil da derivada das curvas cumulativas, funcdo dV/(log d) versus a pressao ou
didmetro, é frequentemente utilizado na determinacdo do didmetro ou pressdo em que ocorre a
penetracdo do volume maximo de mercurio (intrusdo), na caracterizacdo de materiais porosos
(60 A a 360 um) (LOWELL e SHIELDS, 1991 e MATA, 1998).

No perfil de distribuicdo de poros para a membrana cerdmica M1 pode ser
visualizada a presenca de poros com diametros predominantes na faixa de 0,1 a 3 um,
representados pelo pico maximo médio de 0,40 um. Por outro lado, no perfil de distribuicéo
de poros para a membrana cerdmica M2 pode ser visualizada a presenca de poros com
didametros variando de 0,03 a 5 um, com pico maximo médio de 0,60 um. De acordo com
Gregg e Sing (1982), as membranas cerdmicas em estudo apresentam macroporos e
mesoporos, uma vez que aproximadamente 50% da distribuicdo de poros estdo entre 20 e 500
nm e 0s outros 50% est4 acima de 500 nm.

O perfil de intrusdo de mercurio em funcdo do tamanho de poro para a M1 e M2,
Figura 18 (b) e (d), mostra que inicialmente ocorreu um aumento no volume de mercurio
intrudado e, em seguida uma regido de volume constante de intrusdo. O volume médio de
mercurio intrudado para ambas as membranas ceramicas comerciais foi de 0,12 cms3-g.
Segundo Lowell e Shields (1991), este volume, que incialmente foi rapidamente preenchido
no material em pressbes baixas, refere-se a penetracdo de mercirio em espacos
interparticulares. Com o aumento da pressdo ocorre 0 aumento da penetracdo do mercdrio no
interior do material, em cavidades mais estreitas entre as particulas. Dependendo do tamanho,
distribuicdo de tamanho, forma e geometria de empacotamento das particulas, podera existir
espacos interparticulares de varias dimensdes e formas que, progressivamente irdo preencher-
se a medida que a pressao é aumentada (MATA, 1998).

A éarea superficial especifica cumulativa para a M1 e M2 foi de 1 e 0,94 m2g?,
respectivamente. Estes valores sdo considerados relativamente baixos quando comparados a
area superficial especifica de outros materiais inorganicos encontrados na literatura, como
catalisadores (Lowell e Shields, 1991). Os baixos valores de area superficial especifica das
membranas ceramicas comerciais se devem a predominancia de macro e mesoporos, uma vez
gue, microporos sdo responsaveis pela alta area superficial apresentada por esses materiais
(MATA, 1998).

Outra caracteristica importante avaliada para as membranas foi a sua porosidade,
expressa pela distribuicdo de tamanho de poros e 0 numero efetivo de poros na sua superficie.
Estes poros sdo espacgos vazios presentes no material da membrana, podendo ser abertos ou
fechados, circulares ou ndo, e formar uma rede continua ou interligada (GREGG e SING,



61
5 RESULTADOS E DISCUSSAO

1982). As membranas cerdmicas em estudo apresentaram porosidade em torno de 34,37 e
30,17%, para a membrana M1 e M2, respectivamente.
A Tabela 9 apresenta um resumo do resultado das principais caracteristicas

apresentadas pelas membranas ceramicas em estudo.

Tabela 9. Principais caracteristicas apresentadas pelas membranas cerdmicas comerciais M1 e
M2 nos testes de porosimetria por intrusdo de mercdrio.

Diametro de poro  Volume de Are_a_ Porosidade (%)
Membrana superficial
(wm) poro (um) (cm3-g) PIM® ARQ®
M1 0,40 £ 0,17 0,12 £ 0,02 1+0,07 35,11+556  33,64+251
M2 0,60+0,17 0,12 £ 0,02 0,94 +£0,42 29,42+£6,96 30,92 + 4,96

(1) Método de Porosimetria por Intrusdo de Mercurio (Mata, 1998).
(2) Método de Arquimedes adaptado por Kumar et al. (2015).

5.1.4 Permeabilidade e Retencao de Proteinas

A Figura 19 apresenta os resultados de fluxo de permeado com agua destilada em
funcdo das diferentes pressfes transmembranas aplicadas as membranas ceramicas comerciais
estudadas. Pode-se observar na Figura 19 (a) uma diferenca significativa entre os fluxos de
permeado obtidos para as membranas M1 e M2,

A membrana M1 apresentou fluxos de permeado mais constantes e com poucas
variacdes comparados a M2. Ao aplicar a pressdo de 200 kPa o fluxo de permeado médio das
membranas em estudo ficou em 60 e 298 L-m?2-h?' para M1 e M2, respectivamente. Na
pressdo transmembrana de 50 kPa a membrana M1 apresentou um fluxo médio de
18 L-m%-ht e a M2 apresentou um fluxo médio de 49 L-m2-h™.

No trabalho de Haneda (2010), foi utilizado membranas cerdmicas comerciais de
alumina a com tamanho de poro médio de 1,2 pm. Neste trabalho, foi obtido como resultado
de fluxo de permeado um valor de 25 L-m2h™. Esse resultado foi obtido a uma pressio
constante de 100 kPa e nimero de Reynolds de 3600. Foi verificado que o aumento da
pressdo ndo alterou o resultado do fluxo de permeado que se manteve constante ao longo do
tempo.

Neste trabalho foram obtidos valores de fluxo de permeado de 32 e 103 L-m2-h?,

para a M1 e M2 respectivamente, a uma pressao de 100 kPa e numero de Reynolds de 2.630.
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Figura 19. Comportamento do fluxo de permeado com agua destilada, em funcéo das
diferentes pressdes transmembranas aplicadas, das membranas cerdamicas comerciais de M1 e
M2. (a) perfil do fluxo de permeado ao longo dos testes e (b) permeabilidade hidraulica
apresentada pelas membranas.

Para as membranas estudadas os valores de fluxo aumentaram linearmente com a
pressdo transmembrana aplicada (Figura 19 (b)), indicando que as membranas se mantiveram
estaveis quando aplicadas ao processo de permeacao. Os valores de fluxo de permeado médio
e permeabilidade hidraulica sdo mostrados na Tabela 10. A membrana M2 demonstrou dados
de fluxos de permeado e uma permeabilidade hidraulica superior aos apresentados pela

membrana M1.

Tabela 10. Propriedades de transporte apresentadas pelas membranas ceramicas comerciais
M1 e M2.

Fluxo de permeado Permeabilidade hidraulica Resisténcia da

Membrana 1 io (L-m2-hiy* (L-mZh-bar) Membrana (m™) x 10°
M1 32,58 28,94 124
M2 103,94 145,91 0.25

*Fluxo de permeado médio a uma pressdo transmembrana de 1 bar.

A Figura 20 apresenta os resultados de fluxo de permeado na microfiltragdo com as
solucBes proteicas e a retencdo de proteinas para as membranas ceramicas M1 e M2. Pode-se
verificar uma diminuicdo do fluxo de permeado para a membrana M2 em comparacdo a M1.
Isso se deve, provavelmente, a morfologia apresentada pela membrana M2, a qual propicia a
formacdo de uma camada de proteina (camada de polarizagdo) sobre a superficie da

membrana, causando uma perda significativa no fluxo de permeado (CHEN et al., 2012).
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A Figura 20 (b) e (d) ilustra o comportamento da rejeicdo de proteinas em uma
ordem de massa molecular: TR< ALBOVO<BSA. De acordo com resultados, 0 aumento da
massa molar do soluto implica em diminuicdo do fluxo de permeado e um aumento na
rejeicdo do soluto. Foi observada uma rejeicao de 94 e 71%, para M1 e M2, respectivamente,

para a proteina BSA.

35+ 100 5 r 35
34 —e— TR {20 kDa) 95 4 | —m— Retengao b E34
33 —<— ALBOVO {45 kDa) gg 3 | —A— Fluxo Médio . E33s
7 321 —&— BSA (69 kDa) 203 o £32%
] 1 3 P <
g 317 754 / E31 4
3 304 _ 70 - ;30 2
§ 2 tool o 2
@ 28] < 8.3 ] A Eo8 o
3 ] 955 -
E 274 550_2 f27 2
& 26 4454 A 26 g
% 257 ¥ 40 = =25 g
g 24% 4 F4 o
3 44 3 'g
T 2 F2
2] 1 3
0+—rTr—r— T 0 . . . Ou'
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 TR ALBOVO BSA
Tempo (min) Proteinas
(@) (b)
100 100 100
05 ¢ TR (20 kDa) gg' —®—Retengao F o5~
—x— ALBOVO (45 kDa) 85: —A— Fluxo Medio a0 =
= 903 4 BSA (69 kDa) 80 . E
d * — 0 -
ol 859 S \ e 75- . £85 3
E 80 Rl /\ /‘ __ 70 e [ Ego ©
; 75 A X\\ 2 gy o R 651 A et T E75 E
3 s VRN SV WA S 60 ,-’\\ =
] A P 55 - £70 8
@ 70 N . _A o - A -1
E y TN £ 50 4 T 65 3
8 657 AN 2451 - Al
% 60 ¥ 402 L60 E
g 33 24K
E 33 -3 T
[T 2 24 E2 §
13 E1 2
0 T T T T T T T T T T T T 0 T T T =0 v
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 TR ALBOVO BSA
Tempe (min) Proteinas
(c) (d)

Figura 20. Comportamento do fluxo de permeado nos testes de microfiltragéo e retencédo de
proteinas, tripsina (TR), albumina de ovo (ALBOVO) e albumina sérica bovina (BSA). Onde,
(@) e (b) sdo os testes para membrana comercial ceramica M1 e (c) e (d) sdo os testes para a
membrana comercial cerdmica M2.

Como pode ser visto na Figura 20 (a) e (c) as membranas apresentaram
comportamentos distintos. Nos primeiros 30 minutos a membrana M1 apresentou uma
variacdo no fluxo de permeado com as solucBes proteicas. Esse resultado esta relacionado a
adaptacdo da membrana durante o processo de microfiltracdo, tendo como consequéncia

valores constantes nos proximos 30 minutos de ensaio. Por outro lado, a membrana M2 néo
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apresentou a mesma caracteristica. Essa variacdo do fluxo de permeado ao longo do
experimento pode ser explicada pela sua morfologia, a qual pode proporcionar um aumento
de soluto depositado em sua superficie composta de irregularidades.

5.2 Obtencéo e Caracterizacdo de Nanoparticulas de Prata e Cobre

5.2.1 UV-Visivel

A Figura 21 apresenta os resultados de absorbancia no UV-Visivel para as dispersdes

coloidais de prata e cobre, assim como as fotografias das mesmas.
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Figura 21. Espectro no UV-visivel (a) e fotografias das dispersdes coloidais de prata (b) e
cobre (c).

As analises de espectrometria de absor¢do atdmica resultaram em valores de prata e
cobre presentes em solugdo de, 11,9 e 7,97 g-L %, respectivamente. Estes valores se encontram
proximos aos valores teoricos, sendo estes iguais a 12,7 e 8,7 g-L%, para a prata e cobre,
respectivamente.

Pode ser observado na Figura 21 (a) uma banda de absorcdo para a prata em 455 nm.
Singh et al. (2015) observaram um comportamento semelhante para as nanoparticulas de
prata. De acordo com estes autores, a banda apresentada pela dispersdo coloidal de prata é

devido a natureza anisotropica destas particulas e ocorre, de acordo com DHAN et al. (2016),
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entre 400 e 500 nm. Em diversos estudos na literatura pode ser observada a mesma banda
proxima a esta regido, 0 que corresponde a ressonancia de plasma de superficie das
nanoparticulas de prata (QUANG et al., 2013; GURUNATHAN, 2015; DHAND et al., 2016).

De acordo com DHAN et al. (2016) e TIWARI et al. (2013) nanoparticulas metalicas
exibem um fenémeno Optico chamado ressonancia de plasma de superficie incomum, devido
a oscilacdo coletiva acumulada dos elétrons de conducgdo na superficie do metal em fase com
a radiacdo eletromagnética incidente. Esta propriedade dependente do tipo de particula,
tamanho, forma e o0 ambiente quimico (ALI, 2013 e TIWARI et al., 2013).

A disperséo coloidal de cobre apresentou, de acordo com a Figura 21 (a), uma banda
de absorcdo em torno de 265 nm. No caso das nanoparticulas de cobre, a ressonancia de
plasma dependente da forma (prismas triangulares, particulas alongadas, cilindros e esferas)
das nanoparticulas. No entanto, a falta de homogeneidade no tamanho e forma das amostras e
a auséncia do controle sobre as distancias inter-particulas resultou em ampliadas ressonancias
de plasma de superficie, 0 que sugere que as nanoparticulas de cobre ndo se apresentam como

um material plasma ideal comparado as nanoparticulas de prata (TIWARI et al., 2013).

5.2.2 Difracdo de Raios X das Nanoparticulas de Prata e Cobre

A Figura 22 apresenta os resultados obtidos do DRX das nanoparticulas de prata e
cobre e as fotografias dos pds das mesmas.

Figura 22 (a) mostra os padrées de DRX das nanoparticulas de prata analisadas a
partir do pé de prata formado. O DRX para a amostra exibiu picos de difracdo localizados a
20 = 37,5°; 43,7°; 63,9°; 76,9° correspondente a fase cristalina da prata CFC. Este resultado
comprova a existéncia de prata metélica. O resultado do padrdo de DRX foi comparado a
carta cristalografica ICSD n°. 44387.
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Figura 22. Imagens dos po6s e difratogramas obtidos por DRX das nanoparticulas de prata (a)

e cobre (b).

Os padrdes de difracdo de raios X confirmam a formacdo de particulas de cobre a

partir do método de redugdo quimica com boroidreto de sodio (Figura 22 (b)). Os picos foram

observados a partir do pé de cobre formado. Os picos correspondem a fase cristalina do cobre
CFC (20 =36,3°%,42,2°;52,4°; 61,2°; 73,5°; 77,2°; ICSD n° 43493).

5.2.3 MET e Distribuicdo de Tamanho de Nanoparticulas

A Figura 23 apresenta as imagens obtidas por MET das nanoparticulas de prata e

cobre.
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As microscopias eletronicas de transmissao da dispersdo coloidal de nanoparticulas
de prata apresentaram particulas com didmetros menores do que 100 nm. Pode ser observado

um formato irregular das nanoparticulas, porém se apresentam dispersas em solucao.
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Figura 23. Imagens das nanoparticulas de prata e cobre em solugcéo de PVA 5% (m/v) obtidas
por microscopia eletrénica de transmissao.

A MET da dispersdo coloidal das nanoparticulas de cobre apresentou um diametro

médio de nanoparticulas em torno de 100 nm com um formato esférico. Assim como para as
de prata, as nanoparticulas de cobre se apresentam dispersas.
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Na Figura 24, pode ser verificada o histograma de distribuicdo para as nanoparticulas

de prata e cobre. As nanoparticulas de prata apresentaram tamanho médio de 36,27 + 20,7 nm,

enguanto que as nanoparticulas de cobre apresentaram um tamanho de 95 + 20,54 nm.
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Figura 24. Resultados de tamanhos de particulas de prata e cobre, em solugéo de PVA 5%
(m/v), determinados por microscopia eletrénica de transmissdo e espalhamento de luz
dindmica.

O resultado das analises de distribuicdo de tamanho de nanoparticulas obtidas por

espalhamento de luz dindmica resultaram em tamanho médio de 45,55 + 9,46 nm para as

nanoparticulas de prata (Figura 24), com duas popula¢fes em 43 e 204,4 nm. Esses valores se

apresentam proximos aos obtidos por MET. Por outro lado, as nanoparticulas de cobre

apresentaram tamanho médio de 15,01+ 3,58 nm, com pico de intensidade maxima em

12,77 nm.
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A diferenca entre os valores apresentados pelos métodos utilizados na determinagéo
do tamanho de particulas de prata e cobre pode ser atribuida ao tempo de anélise. O método
de espalhamento de luz proporciona resultados rapidos (minutos ap0s a obtencdo das
dispersdes coloidais de prata e cobre). Do contrario, os resultados por MET é necessario
entorno de 48 horas entre preparo das amostras e obtencdo das imagens. Atribuido a isso, as
nanoparticulas de cobre ao longo do tempo e em contato com ar atmosférico tende a se
aglomerar e formar particulas maiores, o que influenciou na diferenca dos resultados de

tamanho de particulas entre os métodos utilizados (HAJIPOUR et al., 2012).

5.3 Caracterizacao das Membranas Ceramicas Contendo Prata e Cobre

A Figura 25 apresenta as imagens obtidas por microscopia eletrdnica de varredura
das membranas M1 e M2 impregnadas com prata. Pode ser verificada, nas regides apontadas,
que os materiais apresentam uma coloracdo branca, o que pode indicar a presenca de prata na
superficie das membranas. Entretanto, ndo foi possivel determinar o tamanho das particulas.
Uma hipotese é devido a pouca quantidade de prata presente no material analisado, o que
dificulta a visualizacdo e a identificacdo. Outra hipotese é que as particulas de prata ficaram
dispersas e em tamanhos nanométricos, o que seria de dificil identificacdo pela analise
utilizada. Todavia, como pode ser visto na Figura 27, nas analises de mapa de composi¢ao por
EDE, as membranas M1 e M2 apresentaram em sua superficie interna prata impregnada,
sendo que a M1 apresentou maiores quantidades (HANEDA, 2010).

A presenca de cobre nas membranas M1 e M2 pode ser visualizado na Figura 26.
Pode ser evidenciado que o cobre pode ter revestido o material analisado. A membrana M1
ndo apresentou boa dispersdo de cobre sobre a superficie do material, Figura 26 (a). Por outro
lado, como pode ser visto na Figura 28, a membrana M2 teve uma boa dispersao de particulas
de cobre em sua superficie.

A presenca de prata e cobre podem ser confirmados pelos resultados de
espectrometria de absorgdo atdmica, Tabela 11. Pode ser verificado que a membrana M1 teve
valores superiores, em relacdo a M2, de prata e cobre depositados em sua estrutura
microporosa. A quantidade de prata depositada nas membranas cerdmicas foi maior em

relacdo a de cobre.
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Tabela 11. Resultados da quantidade de prata e cobre presentes nas membranas ceramicas
comerciais. Determinados por espectrometria de absorcao atdbmica.

Membrana Quantidade de prata (g'’kg’) Quantidade de cobre (g-kg™)
M1-Ag 2,057 -
M1-Cu - 1,094
M2-Ag 1,259 -
M2-Cu - 0,699

10 um
SEM MAG: 5 kx

Figura 25. Imagens das membranas ceramicas contendo prata obtidas por microscopia
eletronica de varredura. (a) e (b) séo as imagens da M1 com prata e (c) e (d) séo as imagens
da M2 com prata.
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. : e 10 um
SEM MAG: 5 kx X y MO SEM MAG: 5 kx

Figura 26. Imagens das membranas ceramicas contendo prata obtidas por microscopia
eletronica de varredura. (a) e (b) séo as imagens da M1 com cobre e (c) e (d) s&o as imagens
da M2 com cobre.
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100 pm

100 pm

Figura 27. Imagens do mapeamento de composi¢do das membranas cerdmicas contendo prata
obtidas por espectroscopia de disperséo de energia. (a) e (b) sdo as imagens da M1 com prata
e (c) e (d) sdo as imagens da M2 com prata.
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100 pm

Figura 28. Imagens do mapeamento de composic¢do das membranas ceramicas contendo
cobre obtidas por espectroscopia de dispersdo de energia. (a) e (b) sdo as imagens da M1 com
cobre e (c) e (d) sdo as imagens da M2 com cobre.

5.4 Eficiéncia da Desinfeccéo de Escherichia coli

5.4.1 Testes de Microfiltracao

A Figura 29 apresenta os resultados de eficiéncia dos testes de microfiltracdo
apresentados pelas membranas cerdmicas comerciais (M1 e M2) e pelas membranas
ceramicas comerciais impregnadas com prata e cobre (M1-Ag, M2-Cu, M2-Ag e M2-Cu).
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Como pdde ser verificado as membranas com as nanoparticulas de prata e cobre em sua
estrutura microporosa apresentaram um potencial bactericida.

As membranas comerciais M1 e M2 apresentaram eficiéncia de retencdo de bactérias
entre 40,32 e 73,78%, respectivamente. Por outro lado, ao impregnar as membranas com prata
e cobre, essas apresentaram, além da retencdo, capacidade bactericida entre 88,75 e 100%.
Esses resultados comprovam a eficécia do processo de impregnacdo das nanoparticulas sobre

a superficie interna das membranas ceramicas comerciais.
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Figura 29. Resultados de eficiéncia das membranas ceramicas comerciais com e sem
impregnacéo de prata e cobre.

As Figuras 30 a 35 apresentam os resultados das quantidades de bactérias (E. coli)
presentes na alimentacdo e no permeado durante o processo de microfiltracdo nas diferentes
pressdes utilizadas: 50, 100, 150 e 200 kPa. Ao longo dos 60 min de ensaio foi possivel
verificar que houve uma reducdo de bactérias na alimentagdo e no permeado. Ao contrario,
nos testes com as membranas M1 e M2, as concentragdes de E. coli permaneceram estaveis na

alimentacéo e no permeado.
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Figura 30. Log dos valores de unidades formadoras col6nia da Escherichia coli presente na
alimentacdo e no permeado. Testes realizados para as diferentes pressées com a membrana
comercial M1.

As membranas M1 e M2 ndo apresentaram carater bactericida, porém foram
eficientes na retencdo das bactérias. O combate a E. coli pelas membranas ocorreu somente
por um fator fisico, sendo que o material de alumina e mulita, como pode ser visto nas
Figuras 30 e 31, ndo demonstraram influéncia bactericida ou de inibicdo. Nessas membranas
ocorre 0 mecanismo de filtracdo realizado por exclusdo fisica de particulas com tamanho
maior que a porosidade do material (WANG et al., 2013). Portanto, as bactérias estdo sendo
retidas e re-circuladas constantemente para alimentacdo e o que fica retido nos poros e na
superficie das membranas pode estar atrelado a diminuicdo de bactérias na alimentacdo ao

longo dos experimentos e ao que é permeado.
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Figura 31. Log dos valores de unidades formadoras colénia da Escherichia coli presente na
alimentacéo e no permeado. Testes realizados para as diferentes pressdes com a membrana
comercial M2.

Os resultados da ineficiéncia apresentados pelas membranas comerciais M1 e M2
podem ser devido a heterogeneidade do tamanho de poros apresentadas pelas membranas em
estudo. Os resultados de retencdo apresentados pelas membranas podem ser considerados
baixos comparados aos encontrados na literatura. No trabalho de Haneda (2010) foi obtido
resultados de retencdo da bactéria E. coli acima de 99%, utilizando membranas ceramicas
comerciais de alumina a. com tamanho médio de poros de 0,8 e 1,2 um.

A Figura 32 mostra os resultados de eficiéncia bactericida apresentada pela
membrana M1 impregnada com prata. Pode ser visto que no permeado, nos tempos de 20, 40
e 60 min de coleta de amostras, ha auséncia do microrganismo. As bactérias presentes na

alimentacdo foram esterilizadas apds 20 minutos de ensaio. Eficiéncia de 100% também foi
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alcancada no trabalho de Lv et al. (2009), utilizando materiais ceramicos compostos de
diatomita e argila impregnados com prata.
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Figura 32. Log dos valores de unidades formadoras colénia da Escherichia coli presente na
alimentacdo e no permeado. Testes realizados para as diferentes pressdes com a membrana
comercial M1-Ag.

Na Figura 33 pode ser visto os resultados de eficiéncia bactericida apresentada pela
membrana M2 impregnada com prata ao longo dos experimentos nas pressoes de 50, 100, 150
e 200 kPa. Diferente da M1-Ag a M2-Ag apresentou menor eficiéncia como pode ser
visualizado nos tempos de experimentos de 20 e 40 min. Entretanto, ap6s mais de 40 min de
experimento foi verificado a auséncia da E. coli no permeado e na alimentacdo. Uma hipdtese
para esta diferenca pode estar relacionada a contaminagdo no momento de coleta das

amostras.
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Figura 33. Log dos valores de unidades formadoras colonia da Escherichia coli presente na
alimentacdo e no permeado. Testes realizados para as diferentes pressdes com a membrana
comercial M2-Ag.

As Figuras 34 e 35 apresentam os resultados do efeito bactericida das membranas
M1 e M2 impregnadas com cobre. Pode ser vista uma reducdo consideravel de E. coli
presentada por essas membranas. Entretanto, os resultados de eficiéncia bactericida foram
menores comparados as membranas impregnadas com prata. A eficiéncia bactericida menor
dessas membranas esta relacionada a menor toxicidade apresentada pelo cobre (HAJIPOUR et
al., 2012) quando comparada a da prata.

No estudo de Dankovich e Smith (2014) foi verificada uma eficiéncia bactericida de
61 a 97%, utilizando particulas de cobre impregnadas em papéis absorventes. Neste trabalho
foi possivel verificar que a eficiéncia do cobre contra a E. coli esta relacionada a quantidade
de bactérias e a quantidade de particulas. Para uma quantidade de bactérias de 5x10° foi

verificada uma eficiéncia de 87 e 97%, para uma quantidade de cobre de 10 e 65 mg-g™* de
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papel absorvente, respectivamente. E, para uma quantidade de bactérias de 4x10° foi
verificada uma eficiéncia de 61 e 92%, para uma quantidade de cobre de 10 e 65 mg-g™* de
papel absorvente, respectivamente. Quanto maior a quantidade de bactérias em meio liquido
menor sera a toxicidade apresentada pelas particulas de cobre. Por outro lado, quanto maior
for a quantidade de cobre em contato com o microrganismo maior seré a sua toxicidade.

Neste trabalho foi alcangado eficiéncia entre 88,75 a 100% com as membranas M1 e
M2 impregnadas com cobre. Esses resultados sdo comparaveis a resultados encontrados na

literatura.
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Figura 34. Log dos valores de unidades formadoras colonia da Escherichia coli presente na
alimentacéo e no permeado. Testes realizados para as diferentes pressdes com a membrana
comercial M1-Cu.
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Figura 35. Log dos valores de unidades formadoras colonia da Escherichia coli presente na
alimentacdo e no permeado. Testes realizados para as diferentes pressées com a membrana
M2-Cu.

A quantidade de E. coli inicial na alimentacdo foi de aproximadamente
105 UFC'-mL?. Com base nos resultados da capacidade bactericida das membranas
preparadas, dois possiveis mecanismos antimicrobianos podem ser verificados: (1) as
bactérias foram mortas diretamente pelos ions de prata (Ag*) e cobre (Cu?*) liberados a partir
das membranas ceramicas M1 e M2. Os ions de prata e de cobre foram aderidos a parede
celular carregada negativamente, alterando a permeabilidade da parede celular. Esta acdo, em
conjunto com a desnaturacdo das proteinas, induz a lise celular e, consequentemente a morte.
A atividade antibacteriana da prata e do cobre esta também relacionada com a sua capacidade
de modificar os mecanismos de replicagdo do DNA, bem como de provocar alteracbes no
tamanho, no conteudo citoplasmatico das celulas, nas membranas celulares, e nas camadas

exteriores de células mais sensiveis. No segundo mecanismo (2), as bactérias que fluem para
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fora das membranas cerdmicas microporosas sdo contaminadas com ions de prata e cobre,
mas ainda sobrevivem. No entanto, elas ndo podem crescer em coldnias nas placas contendo o
meio sélido de crescimento, porque os ions de prata afetam a capacidade das células de se
replicarem. Uma vez dentro da celula, os ions de prata interferem no crescimento da bactéria
(ISLAM et al., 2013 e DANKOVICH E SMITH 2014).

Portanto, de forma geral, a mortandade e a inibicdo das bactérias pode ser devido ao
efeito bactericida e/ou bacteriostatico dos ions de prata e cobre liberados a partir das

membranas M1 e M2 impregnadas de prata e cobre metalicos.

5.4.2 Testes de Zona de Inibicéo

A Figura 36 apresenta os resultados dos testes de zona de inibicao apresentadas pelas
M1 e M2 e para o PVA e papel aluminio. Pode ser visto que ndo houve influéncia destes
materiais no crescimento da bactéria E. coli. Esses resultados demonstram que os materiais na
auséncia de prata e cobre ndo possuem nenhum efeito bactericida. Por outro lado, como
mostra a Figura 37, ao impregnar 0s materiais com prata e cobre esses apresentam uma zona

de inibig&o significativa.



82
5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Membrana ceramica de M1 Membrana ceramica M2

Figura 36. Fotografias dos resultados dos testes de zona de inibi¢do com 0s materiais sem a
presenca da prata e cobre.
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Filme de PVA 5% (m/v) com nanoparticulas de
prata cobre

Membrana cerdmica M2-Ag Membrana cerdmica M2-Cu

Figura 37. Fotografias dos resultados dos testes de zona de inibi¢cdo com os materiais
contendo prata e cobre.

O fato de ndo ter ocorrido o crescimento bacteriano em torno dos materiais contendo

prata e cobre confirma a propriedade antibacteriana das nanoparticulas presentes na M1 e M2.
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A partir dos resultados obtidos foi sintetizada a Tabela 12, a qual mostra o didmetro das zonas
de inibicdo apresentadas pelos materiais estudados.

Tabela 12. Resultados dos testes de zona de inibi¢do apresentados pelos materiais com e sem
prata e cobre.

Material Zona de inibi¢cdo (mm) Desvio padréao (mm)
Filme de Cobre 23,67 3,21
Filme de Prata 30,67 5,03

M1* 0,00 0
M2* 0,00 0
M1-Ag 13,00 2,65
M1-Cu 11,67 1,52
M2-Ag 15,50 1,80
M2-Cu 10,00 1
PVA* 0,00 0
Papel aluminio* 0,00 0
* Controle.

Esses resultados indicam que foram os ions de prata e cobre, liberados lentamente,
que proporcionaram a atividade antibacteriana eficaz. E importante salientar que a escolha do
microrganismo E. coli, como objeto de investigacdo da contamina¢do microbiolégica, ndo
isenta experiéncias semelhantes que devem ser conduzidas com outras bactérias, tais como a
S.aureus (LV et al., 2009 e DANKOVICH e SMITH, 2014).

5.4.3 Liberag&o de Prata e Cobre em Meio Liquido

Os resultados da liberacdo de prata e cobre em meio liquido podem ser visualizados
na Tabela 13. Pode ser verificado que ocorreu a liberacdo de uma quantidade que equivale a

menos de 0,002% da quantidade presente nas membranas ceramicas comerciais.

Tabela 13. Resultados da liberacdo de prata e cobre, presentes nas membranas, em meio
liquido. As amostras de material cerdmico passaram pelo processo de ultrassonifica¢do (por
15 min) em agua ultrapura.

Membrana  Quantidade de prata (ng-kg')* Quantidade de cobre (ng-kg')*

M1-Ag 37 -
M1-Cu - 4.1
M2-Ag 18 -
M2-Cu - 15,8

*A liberagdo de prata e cobre estd em micrograma do metal por quilograma de amostra de material ceramico.
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De acordo com a Portaria n° 2.914, de 12 de dezembro de 2011, a concentragéo de
cobre méaxima permitida na 4gua para consumo humano ¢é de 2 mg-L* (BRASIL, 2011(a)).
Nos resultados obtidos por ICP, foi verificada a concentracdo de cobre de 0,00016 e
0,00062 mg-L?, para a M1-Cu e M2-Cu respectivamente. A mesma nio estabelece a
concentracdo méxima permitida para a prata. Porém, como comparativo, a RDC n° 11 da
ANVISA, de 13 marco de 2014, estabelece que a concentracdo de prata e cobre presentes em
agua para hemodialise ndo ultrapasse 0,005 e 0,1 mg-L™, respectivamente (BRASIL, 2014).
Comparados a esses padrdes, foi verificada uma concentracdo de prata obtida por ICP de
0,0023 e 0,00086 mg-L?, para M1-Ag e M2-Ag respectivamente. Ainda como comparativo, a
Resolucdo CONAMA n° 430, de 13 maio de 2011, estabelece como padrdes de lancamento
uma concentra¢io de prata e cobre de 0,1 e 1 mg-L™, respectivamente (BRASIL, 2011(b)).
Portanto, a partir dos resultados, pode se dizer que a prata e o cobre estdo sendo liberados em
meio liquido lentamente e em baixas quantidades, o que pode nos indicar que 0s metais se

encontram aderidos ao material ceramico.
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6 CONCLUSOES

As membranas comerciais apresentaram tamanho de poro em torno de 0,4 ¢ 0,6 um,
M1 e M2, respectivamente. As membranas ndo apresentam diferenca nas propriedades de
didmetro de poro, volume de poro, area superficial e porosidade. Entretanto as membranas se
diferem em sua morfologia e composicéo, como confirmado nas MEV, DRX e EDE.

A capacidade de retencdo de proteinas da M1 foi maior (94%) quando comparada a
M2 (71%), porém com fluxo de permeado significativamente menor quando comparada a M2
(60 e 298 L-m2-h! para M1 e M2, respectivamente na presséo de 200 kPa).

As nanoparticulas de prata e cobre obtidas por reducdo quimica apresentaram bandas
de absorcdo em 455 e 265 nm, respectivamente. Os difratogramas de raios X obtidos
mostraram uma alta cristalinidade das nanoparticulas e comprovaram a existéncia de prata e
cobre metalicos. As MET/ELD mostraram particulas na escala nanométrica. Como resultado,
a prata apresentou tamanho médio de 40,91 nm, engquanto o cobre apresentou tamanho médio
de particula de 55 nm.

Os resultados bacteriologicos obtidos neste estudo mostram que o método
desenvolvido de impregnacédo foi eficiente. Os testes de microfiltragdo realizados mostraram
eficiéncias bactericidas para as membranas contendo prata e cobre entre 88,75 e 100%. Por
outro lado, as membranas sem a presenca de prata e cobre resultaram em eficiéncias menores,
entre 40,32 e 73,78%.

Para corroborar a eficiéncia de desinfecgcdo apresentada pelas membranas com prata
e cobre foram realizados experimentos com objetivo de avaliar a zona de inibicdo desses
materiais. Esses experimentos demonstraram-se satisfatorios, mostrando que os materiais ndo
sO causam a mortandade da E. coli, mas também inibem o seu crescimento. As membranas
M1-Ag e M2-Ag, apresentaram didametro de inibi¢do de 13 e 15,5 mm, respectivamente. Por
outro lado, as membranas M1-Cu e M2-Cu apresentaram diametros de inibi¢do de 11,67 e 10
mm, respectivamente.

Por fim, os resultados obtidos nesse trabalho justificam o uso da prata e do cobre em

materiais ceramicos, com o objetivo de conceder a esses materiais um efeito bactericida.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Aplicar as membranas propostas em um estudo real, utilizando-as em um teste adicional
no tratamento de agua.

e Avaliar o efeito bactericida dos materiais propostos em outros microrganismos patogenos
ao homem.

e Realizar um estudo mais aprofundado da quantidade de prata e cobre depositados sobre a
superficie interna das membranas ceramicas.

e  Testar em outros materiais ceramicos 0 método proposto de impregnacédo deste trabalho.

e Realizar um estudo do biofouling apresentado pelas membranas preparadas neste
trabalho. Esse estudo ird proporcionar resultados significativos do efeito das
nanoparticulas sobre a camada depositada na superficie microporosa das membranas, a

qual tem forte influéncia no fluxo transmembrana.
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