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RESUMO

A nanotecnologia oferece a perspectiva de grandes avangos que permitam
melhorar a qualidade de vida e ajudar a preservar o meio ambiente, atraves da
producdo de econanomateriais que podem ser usados para o tratamento de
agua. O objetivo principal deste estudo € testar a eficiéncia bactericida de
nanoparticulas de prata (AgNPs) incorporadas em filmes finos de polieletrolitos,
utilizando um reticulante natural e um sintético, visando o desenvolvimento de
novos materiais que possam ser utilizados como agentes bactericidas na
desinfeccdo de efluentes industriais para aguas de reuso. Para a preparacao
dos filmes, substratos de vidros foram imersos em solucfes aquosas de PAH
(hidrocloreto de polialilamina) e PAA (poliacido acrilico), por 15 minutos em
cada uma, num processo repetido por 21 vezes. Na sequéncia, foram imersos
em solucao de AgNO; por 4 horas e em seguida, foram irradiados com o auxilio
de uma lampada de UV (A= 254 nm) durante 24 horas. Para o processo de
reticulagdo, os filmes foram imersos em dois reticulantes diferentes, o
glutaraldeido e enzima transgutaminase, por 30 minutos e depois de secos
foram analisados em um espectrofotometro. Os filmes entdo foram testados
com o efluente em tempos de 5, 120 e 360 minutos. Os resultados preliminares
da espectroscopia UV- Vis mostraram que, os filmes contendo AgNPs e
reticulados separadamente com os dois reticulantes, apresentaram uma Unica
banda situada proxima a 400 nm, o que evidencia a presenca de nanoparticulas
de prata nesse material. Os resultados para o tratamento de efluente foram
positivos em relacdo a E. coli para todos os filmes, apresentado uma eficiéncia
crescente com o aumento do tempo para o glutaraldeido e uma eficiéncia
maxima no tempo de 2 horas para o filme reticulado com a enzima.
Considerando a acdo inibidora satisfatéria para a E. coli, os filmes
apresentaram um grande potencial para serem utilizados como auxiliares no
tratamento microbioldgico de efluente industrial.

Palavras-chave: Filmes finos. Polieletrélitos. Nanoparticulas. Efluente industrial.
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ABSTRACT

The nanotechnology offers the prospect of great advances that can improve the
quality of life and help preserve the environment by producing eco-materials that
can be used for water treatment. The main objective of this study is to test the
bactericidal efficiency of silver nanoparticles (AgNPs) incorporated in fine films of
polyelectrolytes, using a natural and synthetic crosslinker, aiming the development
of new materials that can be used as bactericidal agents in the disinfection of
industrial effluents for reuse waters. For the preparation of the films, glass
substrates were immersed in aqueous solutions of PAH (polyallylamine
hydrochloride) and PAA (polyacrylic acid) for 15 minutes each, in a 21-fold repeat.
Subsequently, they were immersed in AgNO3 solution for 4 hours and then
irradiated with a UV lamp (A = 254 nm) for 24 hours. For the crosslinking process,
the films were immersed in two different crosslinkers, glutaraldehyde and
transgutaminase enzyme, for 30 minutes and then dried in a spectrophotometer.
The films were then tested with the effluent at times of 5, 120 and 360 minutes.
Preliminary results of UV-Vis spectroscopy showed that the films containing AgQNPs
and crosslinked separately with the two crosslinkers presented a single band near
400 nm, which shows the presence of silver nanoparticles in this material. The
results for effluent treatment were positive for E. coli for all films, with increasing
efficiency with increasing time for glutaraldehyde and maximum time efficiency of 2
hours for the enzyme-crosslinked film. Considering the satisfactory inhibitory action
for E. coli, the films had great potential to be used as auxiliaries in the
microbiological treatment of industrial effluent.

Keywords: Thin films. Polyelectrolytes. Nanopatrticles. Industrial effluent
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1 INTRODUCAO

Uma das questbes mais preocupantes para o mundo todo é a falta de agua
potavel. Sabe-se que 70% da superficie da terra € coberta por agua, porém 98%
dessa agua é salgada, o que a torna impropria para o consumo. Os outros 2% de
agua potavel precisam ser divididos por todos os habitantes e em todos 0s seus
usos. Grande parte desse bem precioso sofre com a poluicdo, devido ao
crescimento de cidades com o aumento da populacdo e a necessidade de
producdo industrial. Assim, o desenvolvimento de estudos especificos para
minimizar 0s impactos ambientais que podem ser causados pelos efluentes
gerados no processo industrial € de primordial importancia. O reuso de aguas
industriais tem sido incentivado no Brasil, uma vez que esta pratica traz indmeros
beneficios econdmicos e ambientais. No entanto, ndo existe ainda no pais uma
legislacdo que especifique os parametros fisico-quimicos e microbiologicos
aceitdveis para esta pratica. Desta forma, esses parametros dependem da
aplicacédo futura da agua a ser reutilizada (BRASIL, 2012).

Diante desse problema surgem pesquisas para o desenvolvimento de
novos materiais a fim de tratar a agua poluida e torna-la apta ao reuso. Uma
alternativa é utilizar a nanotecnologia, que é uma ciéncia interdisciplinar e que foca
nas propriedades dos materiais em escala nanométrica, para sintetizar
nanoparticulas metalicas, com enfoque a nanoparticulas de prata que possuem
acdo bactericida comprovada, além de apresentarem vantagens sobre outros
desinfetantes tradicionais, por possuirem alta eficiéncia e estabilidade quimica
(GANGADHARAN et al., 2010).

Filmes finos automontados com polieletrélitos séo utilizados para o
tratamento de efluente industrial. Sdo fabricados por diversos métodos, mas o que
ganha maior destaque por ser mais utilizado € o método que se baseia na
automontagem de multicamadas poliméricas diferenciadas por meio da técnica de
camada por camada (do inglés “layer-by-layer” — LBL) por Dip Coating. O Dip
Coating consiste em imergir verticalmente um substrato em uma soluc&o contendo
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a substancia de interesse e depois retira-lo da mesma. O processo de imerséo e
emersédo deve apresentar velocidade controlada e sem nenhum tipo de vibracéo, a
fim de permitir uma deposicdo homogénea (GROSSO, 2011).

Visando o desenvolvimento de materiais que possam ser utilizados como
agentes bactericidas na desinfeccédo de efluentes industriais para aguas de reuso,
neste trabalho pretende-se testar a eficiéncia bactericida de nanoparticulas de
prata (AgNPs) incorporadas em filmes finos de polieletrélitos para tratamento de

efluentes industriais.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

O objetivo principal deste estudo € testar a eficiéncia bactericida de AgNPs
incorporadas em filmes finos de polieletrdlitos, utilizando um reticulante natural e

um sintético.

1.1.2 Objetivos especificos

Este trabalho tem os seguintes objetivos especificos:

a) Preparar filmes finos, utilizando o (Hidrocloreto de polialilamina) PAH como
polication e o (Poliacido acrilico) PAA como polianion;

b) Sintetizar AQNPs por meio de irradiacdo direta dos filmes finos de PAH/PAA
com luz ultravioleta, apds a imersdo dos mesmos em solucdo de nitrato de
prata;

c) Caracterizar os filmes finos de PAH/PAA através de um espectrofotdmetro;

d) Reticular os filmes finos utilizando um reticulante natural e outro sintético;

e) Avaliar a desinfeccdo de uma amostra de efluente com os filmes finos de

PAH/PAA em tempos variados.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 AGUA E EFLUENTE INDUSTRIAL

A agua, essencial ao surgimento e a manutencdo da vida em nosso
planeta, € indispensavel para o desenvolvimento das diversas atividades criadas
pelo ser humano, e apresenta por essa razdo, valores econdmicos sociais e
culturais. Além de dar suporte a vida, a 4gua pode ser utilizada para o transporte
de pessoas e mercadorias, geracdo de energia, producdo e processamento de
alimentos, processos industriais diversos, recreacdo e paisagismo, além de
assimilacdo de poluentes, sendo essa, talvez, uma das aplicacdes menos nobres
deste recurso tao essencial (HESPANHOL; MIERZWA, 2005).

Muito embora o nosso planeta tenha trés quartos de sua superficie coberta
pela agua, apenas uma pequena parcela referente a agua doce pode ser
aproveitada, sem grandes investimentos para adequar suas caracteristicas fisicas,
quimicas e bioldgicas.

Levando-se em consideragao a crescente preocupacéo da sociedade com a
qualidade das aguas em funcdo do aumento da carga poluente lancada nos
corpos hidricos, em julho de 2012, o Conselho Nacional de Recursos Hidricos
(CNRH) publicou a Mogéo n° 61. Esta mogéo recomenda a promogéao de acdes de
ciéncia e tecnologia para melhoria de técnicas de monitoramento e de tratamento
de dgua de abastecimento e de efluentes, visando a remocé&o de micropoluentes e
eliminacdo de micro-organismos patogénicos emergentes.

O tratamento dos efluentes gerados na industria € atualmente uma pratica
obrigatoria, prevista em ambito federal nas Resolu¢cdes 357/2005 e 430/2011 do
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) (BRASIL, 2011). Nas estacdes
de tratamento de efluentes industriais no Brasil, usualmente ocorre a mistura dos
diferentes tipos de efluentes gerados, incluindo por vezes o efluente sanitario que

contém altas concentracdes de coliformes totais (RESENDE, 2012).



O grupo de coliformes totais sdo bactérias do tipo bastonetes Gram (-) ndo
esporogénicos, aerobios ou anaerdbios facultativos, capazes de fermentar a
lactose com producédo de gés, em 24 a 48 horas a 35°C. O grupo inclui cerca de
20 espécies, dentre as quais encontram-se bactérias originarias do trato
gastrointestinal de humanos, bem como de outros animais de sangue quente. Sua
contagem em &agua e alimentos € menos representativa como indicacdo de
contaminacéo fecal do que a contagem de coliformes fecais ou Escherichia coli (E.
coli) (JUNQUEIRA; SILVA, 1995).

Os processos de tratamento a serem adotados, as suas formas construtivas
e 0S materiais a serem empregados sao considerados a partir dos seguintes
fatores:

a) a legislacdo ambiental regional;

b) o clima;

c) a cultura local;

d) os custos de investimento;

€) 0s custos operacionais;

f) a quantidade e a qualidade do lodo gerado na estacdo de tratamento de

efluentes industriais; a qualidade do efluente tratado;

g) a seguranca operacional relativa aos vazamentos de produtos quimicos

utilizados ou dos efluentes;

h) explosfes; geracédo de odor;

i) ainteragcdo com a vizinhanga;

J) confiabilidade para atendimento a legislacdo ambiental;

possibilidade de reuso dos efluentes tratados (GIORDANO, 2016).

2.2 NANOTECNOLOGIA

Segundo Duran, Mattoso e Morais (2006), o dominio da nanotecnologia
encontra-se compreendido desde dimensdes atdbmicas até aproximadamente o
comprimento de onda da luz visivel, ou seja, entre 0,1 e 100nm. Nessa regido as
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propriedades dos materiais podem ser controladas e determinadas. A
nanotecnologia ainda encontra-se em fase inicial, pois ainda hd muito a ser
estudado e compreendido sobre as propriedades dos materiais em nanoescala. E
uma area de pesquisa muito ampla e interdisciplinar, pois se baseia em diversos
tipos de materiais, como polimeros, ceramicas, metais, semicondutores,
compositos e biomateriais e nanoestruturados. Estes materiais podem formar
blocos de construcdo, como nanotubos, nanofibras e nanoparticulas, que se
formam a partir de &tomos e moléculas. Sendo assim, 0s objetivos principais da
nanotecnologia sdo a sintese controladas desses blocos de construcdo e seu
subsequente arranjo para formar materiais e/ou dispositivos nanoestruturados.

A nanotecnologia diz respeito a materiais e sistemas cujas estruturas e
componentes exibem propriedades e fendbmenos fisicos, quimicos e/ou biolégicos
significativamente novos e modificados devido a sua escala nanométrica. O
objetivos € explorar estas propriedades por meio do controle de estruturas e
dispositivos em niveis atbmico, molecular e supramolecular e aprender a fabricar e
usar esses dispositivos de maneira eficiente. Manter a estabilidade de interfaces e
a integracao dessas nanoestruturas em escalas micrométricas e macroscopica € a
chave para o progresso da nanotecnologia. Uma vez que seja possivel o controle
das caracteristicas de tamanho, sera também possivel melhorar as propriedades
dos materiais e as func¢des dos dipositivos, além do que atualmente sabemos
fazer ou até mesmo consideramos como factivel (DURAN; MATTOSO; MORAIS,
2006).

2.2.1 Nanoparticulas Metélicas

Uma das aplicagbes da nanotecnologia € para o tratamento de efluente
industrial, utilizando a sintese de nanoparticulas metalicas que séo incorporadas
em filmes finos e possuem atividade antimicrobiana.

As nanoparticulas metdalicas tém representado um enorme potencial
cientifico e tecnoldgico, devido as propriedades quimicas e eletrbnicas unicas,
como alta atividade catalitica e estabilidade quimica (BESSON et al., 2005). As
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nanoparticulas de metais nobres como ouro (Au), prata (Ag) e platina (Pt), em
particular, despertam muito interesse por suas mdltiplas propriedades fisicas e
quimicas, sendo estudadas em varios campos.

As nanoparticulas metalicas sdo termodinamicamente instaveis e tém a
tendéncia de se agregarem e crescerem. Assim, o grande desafio atualmente
consiste exatamente em preparar nanomateriais estaveis (ou seja, que
permanecam nessa escala de tamanho sem sofrer decomposicdo, agregacéo e
crescimento) e monodispersos. Tanto em relacdo ao tamanho quanto a forma de
suas particulas, de tal modo que possam ser manipulados, dispersos e
depositados sobre substratos, sem perder suas caracteristicas (CASANOVA,
2010).

2.2.1.1 Nanoparticulas de Prata (AgNPs)

A Ag é conhecida pela comunidade médica por sua eficicia antimicrobiana
desde o inicio do século XVIIl. O efeito antimicrobiano da Ag tem sido utilizado em
diferentes campos da medicina como, por exemplo, na profilaxia da oftalmia
neonatal, na cicatrizacdo de feridas e em biomateriais (LIMA, 2011). Sais de Ag,
principalmente o nitrato de Ag, ja foram usados para o tratamento de Ulceras
(KLASEN, 2000). A atividade antimicrobiana da Ag foi reconhecida pelo meio
académico no século XIX; no entanto, somente na década de 1920 seu uso foi
aprovado pela US Food and Drug Administration (FDA).

Com o descobrimento dos antibidticos, por volta de 1940, e sua introducéo
no uso medicinal, os coldides a base de nanoparticulas metalicas acabaram sendo
descartados. Todavia, as bactérias se tornam cada vez mais resistentes aos
antibiéticos disponiveis no mercado, forcando assim o desenvolvimento constante
de novas drogas, 0 que na maioria das vezes, ndo acompanha a velocidade de
imunogenicidade dos virus e bactérias (GIBBS, 1999).

A area médica ainda busca a maior eficiéncia de farmacos seja com novos
compostos farmacéuticos, bem como a reatividade desses compostos,
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principalmente os de acdo contra microorganismos. Particularmente, as
nanoparticulas metélicas e de seus 0xidos provaram, no decorrer dos anos, terem
aplicagcbes medicinais pela agdo dos ions e metais reduzidos contra bactérias
patolégicas gracas a interagcdo com as células vivas. Dentre esses metais, a Ag
provou ser desde a antiguidade, um antibidtico potente, e o Unico limitante para
seu uso no combate a infec¢gBes é o seu alto custo de obtencdo (GARCIA, 2011).
Particulas de Ag em dimensdes maiores (micrométricas) causam a obstrucao das
membranas celulares, promovendo um envenenamento por prata, conhecido por
argiria. Isto ndo acontece com o uso de particulas de Ag em dimensfes
nanomeétricas. Essas particulas sao tdo finamente dispersas e estdo em baixa
concentracdo que podem circular pelas membranas celulares sem ocasionar
danos aos organismos superiores, visto que a concentracdo efetiva para a
atuacdo contra micro-organismos é de 0,1 pug.L™ e a concentracéo téxica para 0s
seres humanos é de 10 mg.L™* (OLIVEIRA apud TOLEDO et al., 2016).

A sintese das AgNPs ocorre por meio da reducdo de sais de Ag sollveis
com agentes de reducdo, tais como citrato, glicose, etilenoglicol ou boroidreto de
sédio. Esta reducdo pode ser realizada em meio aquoso, bem como em solventes
organicos (CHERNOUSOVA, 2013). Alguns exemplos de aplicagdo das AgNPs
sdo na biomedicina, em materiais dentéarios, no revestimento de aco inoxidavel,
em cremes protetores solares, no tratamento de agua e em catalise. As AgNPs
também vém sendo amplamente utilizadas como agentes bactericidas na

desinfeccdo da &gua e no tratamento microbiolégico de efluentes (XU et al., 2011).

2.3 FILMES FINOS

Segundo Jesus (2009), a fabricacéo de filmes finos vem crescendo na area
cientifico-tecnoldgica devido a sua interdisciplinaridade, que envolve quimica,
fisica, biologia e engenharia de materiais. Metodologias de obtengédo de filmes
finos constituem uma area em continuo avanco, sendo empregadas em diferentes

matérias em setores até entdo desconhecidos.



Filme €& o termo que se aplica a matéria condensada restrita a duas
dimensdes, disposta em camadas inseridas em uma superficie. Quanto a
espessura os filmes finos podem ser classificados em nanométricos,
micrométricos e milimétricos referindo-se as faixas de 0,1-100 nm, 0,1-100 um e
0,1-100mm, respectivamente.

O substrato é a superficie que suporta fisicamente um filme fino. Este deve
fornecer um suporte mecanico sem influencia nas caracteristicas do filme
depositado (MINASSIAN-SARAGA et al.,, 1994). Existem diversos tipos de
substratos cada um com uma finalidade especifica. Os tipos de substratos mais
utilizados sao vidros modificados, metais, ceramicas policristalinas e
monocristalinas e 6xidos metélicos (JESUS, 2009).

Com relacéo aos filmes o termo deposicao refere-se aos métodos nos quais
atomos ou moléculas sao adicionados a superficie dos filmes que esta sendo
preparado sobre um determinado substrato, que por sua vez € uma fase
condensada distinta da fase que atua como fonte do material.

O processo de formacdo das multicamadas pode ser feito de diversas
maneiras, incluindo as técnicas de spin coating, casting e dip coating. Uma breve
descricdo dessas técnicas é apresentada em trabalhos anteriores (JESUS, 2009;
POPIOLSKI, 2011).

2.3.1 Tipos de Filmes Automontados e Mecanismos de Adsorgéao

A técnica recebe o nome de automontagem, pois consiste na adsorcéo
espontanea de camadas ultrafinas de materiais sobre substratos solidos a partir
de suas solugbes, sem intervencdo externa. O tipo de adsorcdo depende da
afinidade do suporte com os materiais, e dos materiais entre si (PATERNO et al.
2001). Os filmes nanoestruturados obtidos por LBL podem ser classificados em
dois grandes grupos: filmes obtidos por adsorcdo quimica e filmes obtidos por
adsorcao fisica (DURAN; MATOSSO; MORAIS, 2006).



Na adsorcdo quimica, as camadas sdo adsorvidas sobre o suporte atraves
do estabelecimento de ligagcdes quimicas, formando camadas monomoleculares.
Uma vez que a adsor¢cdo ocorre via reacao quimica, o material depositado deve
ter afinidade pelo suporte e ainda manter funcionalidades disponiveis para a
adsorcdo de uma camada subsequente. No entanto, a continuidade de deposicao
depende de reacdes quimicas com alto rendimento, o que pode ser
significativamente diminuido pela presenca de impurezas, que podem proteger 0s
grupos funcionais, e por fatores de geometria molecular, como impedimentos
estéreos. Tais fatores ocasionam uma constante diminuicdo de material adsorvido
a cada camada depositada, o que resulta na interrupcdo do processo de
preparacao do filme.

Na adsorcdo fisica, por outro lado, as camadas sdo adsorvidas por meio de
interacOes fisicas, tais como atracdo eletrostatica, ligacbes de hidrogénio e
interacdo hidrofébica. As energias envolvidas nesses tipos de interacdo sao
obviamente menores do que aquelas de uma adsorcdo quimica. Contudo, como
estas interacdes sdo comuns em sistemas poliméricos, o grande numero de
ligacbes estabelecidas entre as cadeias dos polimeros e o suporte torna as
camadas fortemente aderidas e estaveis. Além disso, esta variedade de
interagbes permite que um nimero maior de materiais possa ser depositado, sem
necessidade de reacfes quimicas.

Anos mais tarde, essa técnica foi reformulada por Decher e colaboradores,
passando a basear-se na interacao eletrostatica entre camadas contendo grupos
com cargas opostas (PATERNO et al., 2001).

Essa técnica caracteriza-se pela formacao de filmes através do depdsito de
camadas alternadas de materiais de cargas opostas, com etapas de lavagem
entre as camadas. A Figura 1 ilustra, esquematicamente, o0 mecanismo de
preparacdo de um filme por LBL via interacdo eletrostatica entre um polication e

um polianion, e a estrutura idealizada de um filme contendo uma bicamada.



Figura 1 - Mecanismo de preparacéo do filme e estrutura idealizada de um filme contendo

bicamada
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Fonte: Zarpelon (2013)

(a) Representacdo esquemaética do processo de preparacdo de um filme pela técnica LBL sobre
um substrato sélido.

(b) Estrutura idealizada de um filme contendo as duas primeiras camadas de polieletrélitos.

Apos a adsorcdo do polianion (etapa 1), a rede de cargas da superficie
torna-se negativa. Este substrato € entdo imerso em uma solucdo de lavagem
para a remocdo do material fracamente adsorvido (etapa 2). Em seguida, imerge-
se o substrato em uma solucdo contendo o polieletrdlito carregado positivamente
(etapa 3) que gera uma nova rede de cargas positivas na superficie, seguida
novamente da imersdo em uma solucado de lavagem (etapa 4). Como resultado
final, obtém-se uma bicamada de polieletrélitos sobre o substrato. Este processo
pode ser repetido varias vezes, possibilitando a montagem de filmes com
estruturas e espessuras desejadas (ZARPELON, 2013).

A versatilidade da técnica estd na formacdo de novas arquiteturas
moleculares, baseadas em ligagbes ndo-covalentes. As interacdes eletrostaticas
entre os poli-ions em solucédo e a superficie sdo fundamentais para a estrutura
final do filme. E importante ressaltar que a estruturacio das moléculas também
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pode ocorrer por outros tipos de interacdo como quimiossorcdo, ligacdes de
hidrogénio, interacdes de van der Waals, interacdes hidrofébicas, entre outras
(TANG et al., 2006).

Outro beneficio oferecido por essa técnica reside na capacidade de revestir
pecas de geometrias complexas mantendo, de maneira simples, a mesma
estruturacdo de filmes depositados sobre superficies planas. Os filmes obtidos a
partir da técnica de LBL podem ser montados sobre superficies de diferentes
tamanhos e formas, incluindo metais, vidro, silicio, e polimeros com morfologias

diferentes, membranas porosas e colbéides (DAL'ACQUA, 2013).

2.3.1.1 LBL por Dip Coating

A técnica de dip coating (revestimento por imerséo) é ideal para preparar
filmes finos a partir de solugces quimicas, uma vez que é um processo de baixo
custo e que oferece um bom controle da espessura, além de nao desperdicar
solucéo. Por essas razdes, essa técnica esta se tornando cada vez mais comum,
ndo s6 em laboratérios de pesquisa e de desenvolvimento, mas também na
industria (GROSSO, 2011).

O dip coating consiste em imergir verticalmente um substrato em uma
solucdo contendo a substancia de interesse e depois retira-lo da mesma. O
processo de imersdo e emersdo deve apresentar velocidade controlada e sem
nenhum tipo de vibracdo, a fim de permitir uma deposicdo homogénea. Além
disso, o tempo de deposicado também € um fator importante na qualidade do filme.
A Figura 2 esquematiza o processo de obtencdo de filmes pela técnica de dip

coating.
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Figura 2 - Representagdo esquematica do processo de obtencao de filmes por dip coating
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O tempo de permanéncia do substrato na solucdo antes da sua retirada
também é um fator de controle importante. Assim, para se obter filmes de
qualidade, além das caracteristicas do substrato e da solugcdo precursora
(solvente, concentracdo, viscosidade, tipo de precursor, dentre outros), €
necessaria a utilizacdo de um equipamento que promova a imersao e a emersao
do substrato com alta estabilidade (OLIVEIRA; ZARBIN, 2005).

A obtencdo de nanoestruturas pela técnica de LBL tem se mostrado
bastante atraente sob o ponto de vista tecnoldgico, por se tratar de uma técnica
simples e econdmica que pode ser aplicada a diferentes tipos de materiais. Por
meio da técnica LBL é possivel fabricar filmes com camadas de varios tipos de
materiais, depositadas em qualquer sequéncia desejada, gerando nanoestruturas
com propriedades pré-determinadas. Os filmes obtidos por LBL séo caracterizados
por nanoestruturas organizadas em camadas ultrafinas, cuja espessura pode ser
previamente fixada e controlada através da variacdo de parametros experimentais,
como pH, concentragéo e forga ibnica das solugées. Uma vez que a adsorcao dos
materiais pode ser medida por diferentes tipos de interacdes, uma variedade de

materiais pode ser depositada por LBL, abrindo a possibilidade de aplicacdo
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tecnolégica de materiais cuja processabilidade, por meio de métodos
convencionais, é ainda problematica (DURAN; MATTOSO; MORAIS, 2012).

E possivel que, num futuro proximo, diferentes tipos de dispositivos
eletrbnico-moleculares possam ser desenvolvidos com base em filmes
nanoestruturados por LBL, ja que até entdo outras metodologias de fabricacédo de
filmes ndo permitiam a producgéo de sistemas funcionais eficazes. Aplicagbes em
outras areas podem também surgir, dependendo da disponibilidade de outros

materiais de interesse.

2.4 POLIELETROLITOS

Um polieletrélito € um polimero no qual os monémeros sédo sais de grupos
ibnicos e ndo-metalicos, provenientes do encadeamento de moléculas menores.
Em solucéo, esses grupos sdo parcialmente ionizados, e dessa forma pode-se
obter diversas densidades de carga na cadeia (SELVAN et al., 1998). S&do em
geral, soluveis em solventes polares (SILVA, 2006). Sendo assim, os polieletrélitos
sdo preparados em solucdo aquosa e sao utilizados para fabricacdo de filmes
automontados camada por camada.

O polieletrélito € em geral uma macromolécula filamentosa. Com uma
profusdo de cargas elétricas ao longo do corpo da molécula. Se as cargas forem
negativas atrairdo cargas elétricas positivas (cargas elétricas de sinais opostos se
atraem e cargas elétricas de sinais iguais se repelem) e se as cargas forem

positivas, atrairdo cargas elétricas negativas (CHISSINI, 1997).

2.4.1 Classificacao dos Polieletrdlitos

Os polieletrélitos podem ser classificados de acordo com varios critérios.
Com base na origem, eles podem ser naturais ou sintéticos. Em relacédo a
composicao, eles podem ser homopolimeros (resultante da polimerizacdo de um

anico mondmero) ou copolimeros (resultante da polimerizacdo de dois ou mais
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mondmeros). Baseado na arquitetura molecular podem ser lineares ou ramificados
(possuem pequenas cadeias laterais), e podem ou ndo possuir ligagdes cruzadas
entre as cadeias. Finalmente, quanto & natureza quimica dos grupos ionizaveis,
eles podem ser classificados como poliacidos, polibases e polianfoteros
(KOLAPALLI ; LANKALAPALLI, 2009).

Segundo Silva (2006), outra classificacdo dos polieletrélitos € quanto a
natureza eletroquimica dos grupos ionizaveis. Os poliacidos com grupos carboxila
(—~COOH) e o grupo sulfénico (-SO3H) podem dissociar em polianions e protons
H*. As polibases com grupos amina (—NH,) podem se ligar a um préton gerando
policdtions. Polieletrélitos que possuem tanto grupos &cidos e béasicos sao
denominados polianféteros, sendo carregados positivamente ou negativamente
em pH baixo ou alto, respectivamente.

Outra classificacdo dos polieletrolitos € dada em funcdo do pKa
(cologaritmo da constante de acidez, ou seja, (pKa = - log Ka) do grupo &cido.
Dado um &cido fraco HA, sua dissolugdo em agua fica sujeito a um equilibrio

(equacao 1).
HA & H'+ A” (1)

A constante de acidez, ou constante de dissociacdo acida Ka, é definida

como (equacéo 2):

Ko = HAT] )
[RA]

A constante de acidez Ka é proporcional a concentracao dos ions formados.
Quanto maior o valor de Ka, mais ionizado € o acido e consequentemente maior a
sua forca de ionizacdo. Como o pKa é o cologaritmo da constante de acidez, um
baixo valor de pKa indica um aumento da acidez.

A utilizacdo de polieletrolitos fracos na técnica LBL pode produzir sistemas

com propriedades interessantes, pois sofrem mudang¢as no seu grau de ionizagcéo
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qguando o pH da solucéo é alterado. O aumento da forca ibnica da solucédo causa
um aumento na repulsdo entre as cargas eletrostaticas da molécula do
polieletrdlito, resultando em alteragbes na espessura e rugosidade do filme
automontado (FARIA, 2016).

A Figura 3 apresenta o equilibrio quimico que se estabelece quando os

polieletrélitos (PAA) e (PAH), sdo colocados em meio aquoso.

Figura 3 - Representacdo do equilibrio dos polieletrolitos PAH e PAA em meio

~

pKa = 8,0-9,0

= 4+ HO
NH,
8 n — -n
PAH
/ /
pKa =5,5-6,5 w
-~ - = + HO
COOH Coo

AA

Fonte: Adaptado por Choi e Rubner (2005)

O PAH é uma polibase fraca e possui um valor de pKa entre 8,0 - 9,0.
Quando o pH < 8,0, o PAH encontra-se parcialmente protonado, isto €, carregado
na forma — NH3" , assim sua cadeia aproxima-se da conformacéo linear, devido a
repulséo das cargas da cadeia. Com o pH do meio acima do valor de pKa, o PAH
encontra-se com parte dos seus grupos amino (NH,) desprotonados e a cadeia
apresenta-se mais enovelada.

O PAA é um poliacido fraco e possui um valor de pKa entre 5,5 - 6,5. Sendo
assim, em pH < 5,5, o PAA estad mais protonado, ou seja, a maioria dos seus
grupos —COOH estdo na forma nao ionizada. Como ndo ha repulsdes

eletrostaticas entre os grupos ionizaveis, a cadeia do polimero apresenta uma
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conformacdo enovelada. Por outro lado, em pH > 6,5, 0 PAA estd mais
desprotonado, com a maioria dos seus grupos —COOH na forma de carboxilato (—
COO"), e sua cadeia apresenta conformagcédo mais linear, devido a repulsédo entre
0s grupos carregados (CHOI; RUBNER, 2005).

A utilizacdo de polieletrolitos fracos pode produzir sistemas com
propriedades interessantes, pois essas espécies sofrem mudancas no seu grau de
ionizacdo quando o pH da solugdo € alterado. O aumento da forca ibnica da
solucéo causa um aumento na repulsdo entre as cargas eletrostaticas da molécula
do polieletrdlito, resultando em alteracdes na espessura e rugosidade do filme
automontado (HUSSEIN, 2015).

Nas solu¢cdes em que o PAH e o PAA apresentam pH iguais a 8,0 e 4,0
respectivamente, as cadeias do PAA possuem baixo grau de ionizacdo (~7%) em
relacdo as cadeias de PAH (~68%). Nesses valores de pH, durante a formacgéo do
filme, o grau de ionizacdo do PAA é aumentado de ~7% para ~63% (CHOI,
RUBNER, 2005). Dessa forma, a maioria dos grupos —NHs" do PAH neutralizam
as cargas dos grupos —COO’, restando uma pequena fracdo de grupos —NHs"
livres nas multicamadas (DECHER; SCHLENOFF, 2002). O grau de ionizacédo do
PAA aumenta ainda mais quando o filme é colocado em contato com uma solucéo
de pH maior do que 2,5, como é o caso das solu¢cdes de AgNPs, (que sédo
incorporadas aos filmes finos ap6s a automontagem) que apresentam pH igual a
6,0 (ZARPELON, 2013).

2.5 RETICULACAO

O uso de polimeros naturais para obtencgéo de filmes pode apresentar como
desvantagem, a alta solubilidade em agua. A hidrossolubilidade dos biopolimeros
aumenta a velocidade de degradacéo, podendo limitar a aplicacdo do material.
Uma das maneiras de contornar este problema é realizar ligacdes cruzadas entre
as cadeias poliméricas, tornando o polimero insolivel em meio aquoso. Estas
ligacbes podem ser obtidas através do processo de reticulacdo, alterando assim
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propriedades como estabilidade térmica, mecénica e a solubilidade do material em
dgua (BANEGAS, 2008). A reticulacdo polimérica € um processo que ocorre
quando cadeias poliméricas lineares ou ramificadas séo interligadas por pontes de
ligacbes formando uma rede polimérica tridimensional, processo também
conhecido como crosslinking (formacao de ligagOes cruzadas). A reticulagdo pode
ser de natureza quimica, formada por ligacdes covalentes irreversiveis, ou
reticulacéo fisica, formada por vérias ligacdes reversiveis (ligacdes idnicas). De
uma maneira geral, com o aumento da reticulacdo, as estruturas tendem a perder
sua fluidez e se tornam mais rigidas (LAMY et. al., 2008).

A reticulac@o pode ser ainda quimica ou via enzimética, uma alternativa
mais adequada para utilizagdo em alimentos. No entanto, o grau e o tipo de
reticulacdo podem diferir de acordo com o agente reticulante. Muitos agentes
quimicos de reticulacdo séo disponiveis comercialmente, e a maioria dos grupos
reativos usados para imobilizar proteinas (glutaraldeido, brometo de cianogénio,
etc) é capaz de produzir ligacbes estaveis com residuos especificos sob
condicBes brandas (por exemplo, pH neutro). A reticulacdo quimica apresenta
desvantagens de citoxicidade e alta reatividade. Uma alternativa que vem sendo
estudada € a reticulacdo com agentes menos toxicos. Assim, métodos enzimaticos
podem ser promissoramente usados, pois por atuarem como catalisadores, néao
participam dos produtos finais (PRATA, 2006).

2.5.1 Reticulante Glutaraldeido

O glutaraldeido é uma molécula bifuncional que interage fortemente com
compostos que possuem grupos amino na sua estrutura e com menor intensidade
com o grupo tiol. O mecanismo de reacdo do glutaraldeido com os grupos NH,
esta relacionado com a interacdo que ocorre entre 0s grupos aldeido e os grupos
amino livres dos compostos originando a formacao de uma base de Schiff (C=N),
embora no caso de glutaraldeido (diluido em agua) e proteinas se acreditar que

ocorra a formacéo de duplas ligacoes etilénicas conjugadas. Este fato ganha apoio
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pela estabilidade desta interacdo, irreversivel e bastante resistente a variacdes de
pH e temperatura, o que normalmente ndo é observado para interacfes que
envolvem simplesmente uma base de Schiff (MONTEIRO JR., 1999).

Nos poucos trabalhos em que se arrisca a comentar sobre a estrutura da
interagdo com grupo amino sugerem-se trés estruturas:

a) ha a formacdo de apenas uma base de Schiff com um dos grupos
aldeidos do glutaraldeido, o outro grupo permanece livre e é utilizado para uma
reacdo subsequente;

b) os dois grupos aldeido de uma Unica molécula de glutaraldeido reagem
com duas aminas formando uma ligacéo cruzada;

c) a ligacado cruzada é formada por mais de uma molécula de glutaraldeido.

A Figura 4 representa a estrutura molecular do glutaraldeido.

Figura 4 - Estrutura molecular do glutaraldeido
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Fonte: Costa Jr (2008)

2.5.2 Reticulante Transglutaminase

Transglutaminases séo distribuidas extensamente em varios organismos,
incluindo vertebrados, invertebrados, plantas e microorganismos, e sao
responsaveis por certos eventos biolégicos tais como o queratinizacédo epidermal,
coagulacdo do sangue e regulacdo das membranas do eritrocito (RAY-NENG et
al., 2005). Os estudos na producdo da transglutaminase por microorganismos
comecaram recentemente, sendo a enzima obtida a partir de fermentacdo
microbiana (PRATA, 2006).

A maioria das enzimas de interesse para modificacbes de proteinas séo

enzimas de crosslinking covalente e somente a transglutaminase esta comumente

18



disponivel para catalisar formacdo de ligacbes covalentes entre moléculas de
proteina em uma escala comercial (DICKINSON, 1997). No entanto, seu uso €&
ainda pouco explorado e nao existem na literatura trabalhos que utilizem esta
enzima para alterar propriedades de barreira de microparticulas para liberacéo
controlada (PRATA, 2006).
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo descritos 0os materiais e 0s métodos utilizados para a

realizacdo deste trabalho.

3.1 LIMPEZA DOS SUBSTRATOS DE VIDROS

Os substratos de vidros (slides de vidros, We Enable Science) que foram
utilizados para a deposicao dos filmes, foram lavados com detergente comercial,
utilizando um algodéo para esfrega-los, apds foram colocados em um Ultrassom
de marca Unique USC 1400 contendo Extran neutro a 10% (v/v) por 10 minutos.
Posteriormente, foram sonificados durante 3 minutos em uma solucdo de NaOH
1,0 mol/L e em seguida sonificados novamente durante 10 minutos em uma
solucdo de acetona (Didatica SP). Ao final de cada etapa, os substratos foram
lavados abundantemente com &agua destilada. Para secagem dos substratos, os
mesmo foram colocados em uma estufa de marca Nova Etica 420-1D a 50°C por

aproximadamente 20 minutos.

3.2 PREPARACAO DOS FILMES FINOS

Os filmes finos automontados foram preparados no equipamento Stracto
Sequence VI — Nanostrata, dispositivo automatizado e controlado por software do
préprio equipamento utilizado para a preparagcao de multicamadas por dip coating.
Nesse equipamento, os substratos foram imersos em uma solugdo aquosa de
PAH (Mw = 15.000 g/mol, Sigma-Aldrich) na concentracdo de 0,01 mol.L™, por 15
minutos, apos foram retirados dessa solucdo e imersos em agua obtida a partir de
um sistema Milli-Q, por 2 minutos. Este processo foi repetido por duas vezes por 1

minuto, apos, utilizando o mesmo processo de deposi¢do e enxague, em que foi
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realizada a imersdo em uma solugao de PAA (Mw = 345.000 g/mol, Polysciences)
na concentracdo de 0,01 mol.L™?, utilizando os mesmo tempos de imersdo e
lavagem. Este procedimento foi repetido sequencialmente por 21 vezes, que é 0

numero de camadas dos filmes.

3.3 SINTESE DAS NANOPARTICULAS POR IRRADIACAO ULTRAVIOLETA

Os filmes finos foram inicialmente imersos durante 4 horas na solucéo
composta por 50 mL de nitrato de prata (AgNO3, Merck) 0,2196 mmol/L e 40 mL
de citrato de sddio tribasico dihidratado (Na3zCsHsO7 . 2H,0, Sigma-Aldrich) 0,2745
mmol/L.

Em seguida, os mesmos foram removidos e enxaguados por imersao
durante 30 segundos em agua deionizada, sendo finalmente irradiados com uma
ldampada de UV (A=254nm) (Ushio Inc., UER20 -172 V) durante 24 horas, visando

a formacéo das AgNPs.

3.4 RETICULACAO DOS FILMES FINOS COM GLUTARALDEIDO

Os filmes finos contendo AgNPs foram reticulados com uma solucdo de
glutaraldeido 2,5% v/v por 30 minutos, ao abrigo da luz. Em seguida foram
enxaguados em agua deionizada por 30 segundos e colocados para secar por 24
horas, também ao abrigo da luz. Essa reticulacédo é feita a fim de minimizar a

solubilidade dos filmes finos.

3.5 RETICULAGCAO DOS FILMES FINOS COM ENZIMA TRANSGLUTAMINASE

Os filmes finos contendo AgNPs foram reticulados com uma solucdo de

2,5% m/v da enzima transglutaminase (Activa YG) fornecida pela Ajinomoto. A
reticulacéo foi feita de duas formas, primeiro em temperatura ambiente de 23°C,
em uma sala com temperatura controlada, por 30 minutos e apés com outros
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filmes, a reticulacdo foi feita a 50°C, controlada por termémetro, por 30 minutos,
que é a temperatura 6tima de atividade dessa enzima. Ambos os filmes foram
enxaguados em agua deionizada por 30 segundos e colocados para secar por 24

horas, também ao abrigo da luz.

3.6 ESPECTROSCOPIA UV-VIS DOS FILMES FINOS

Os filmes finos reticulados com glutaraldeido e com a transglutaminase, e
contendo as AgNPs foram analisados em um espectrofotbmetro Thermo Scientific
Evolution 60 na faixa de comprimento de onda situada entre 200 e 800 nm, a fim
de verificar se houve a incorporacdo das nanoparticulas. O branco da analise
consistiu no registro de um espectro, nas mesmas condi¢des, de um substrato de
vidro contendo apenas os filmes finos reticulados com glutaraldeido e com a

enzima, nas duas temperaturas.

3.7 PERFILOMETRIA DO FILMES FINOS

Para a determinacdo da espessura do filme contendo AgNPs reticulado
com glutaraldeido utilizou-se a técnica de perfilometria de contato que consiste em
determinar o perfil de uma superficie fixa mediante o deslizamento de uma ponta
de diamante sobre o substrato. Os filmes foram depositados em silicio, com a
formacao de um degrau entre o filme e o substrato. As medidas foram realizadas
no perfilbmetro da Taylor Robson, modelo Form Talysurf Intra do Laboratorio de
Caracterizacdo de Superficies em Nanoescala (LACASUNE) na UCS. Foram
realizadas cinco medidas em diferentes regibes do filme, sendo o resultado a

média das 5 medidas.

3.8 AVALIACAO DA DESINFECCAO DO EFLUENTE INDUSTRIAL COM OS
FILMES FINOS
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No ensaio, 0s substratos de vidro contendo esses filmes foram inicialmente
colocados no fundo de Erlenmeyers de 500 mL (um por frasco). Em seguida, 0s
mesmos foram recobertos com 250 mL do efluente industrial fornecido pela
empresa Tramontina, proveniente da limpeza da cozinha e do refeitério e das
descargas dos sanitarios. Na sequéncia, os Erlenmeyers foram agitados em
shaker refrigerado NT 715, a 180 rpm por 5, 120 e 360 minutos. Ao término desse
procedimento, as amostras de efluente foram acondicionadas em frascos ambar,
previamente sanitizados e esterilizados, e encaminhados ao Laboratério de
Andlise e Pesquisa em Alimentos (LAPA) para a contagem de coliformes totais e
da E. coli. Para fins de comparacdo, a contagem de micro-organismos foi

igualmente realizada no efluente industrial antes da desinfeccao.

3.8.1 Contagem de E. coli no Efluente Industrial Apés a Desinfeccao

A contagem de E. coli foi realizada com base no Método 991.14 da The
Association of Official Analytical Chemists (AOAC) (2012).

Esse método consiste na inoculacdo de 1 mL do efluente industrial sobre
um PetrifiimTM da 3M que posteriormente € incubado em uma estufa para cultura
bacteriol6gica, a 35°C e por 24 horas. O PetrifilmTM contém nutrientes do meio
Vermelho Violeta Bile (VRB), um agente geleificante solGvel em &gua fria, um
indicador de atividade glicuronidasica e um indicador tetrazolico que facilita a
enumeragdo da colonia. A maioria das bactérias E. coli (cerca de 97%) possui
glicuronidase que forma um precipitado azul associado a colbnia. O intervalo
contavel para esses microrganismos nesse método é de 15 a 150. As placas sdo
hidratadas com a amostra e agentes de geleificagdo causam a solidificacdo do
meio. Um gés é formado como resultado da fermentacdo da lactose por bactérias
coliformes (incluindo a E. coli). As colbénias de coliformes produzem &cido, fazendo
com que o indicador de pH torne a cor do gel vermelho mais escuro. O gas retido

ao redor das colbdnias vermelhas indica coliformes confirmados.
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Para fins de interpretacédo, todas as colonias azuis associadas com gas
foram contadas como E. coli e colénias vermelhas com gas foram consideradas

coliformes totais.

24



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PRODUCAO DOS FILMES FINOS E PERFILOMETRIA

A espessura dos filmes finos esta diretamente ligada ao pH dos
polieletrolitos. Nesse trabalho, foram utilizados dois polieletrdlitos fracos de cargas
opostas, o0 PAH que possui um pKa entre 8,0 e 9,0 e o PAA que possui um pKa
entre 5,5 e 6,5. Como o valor de pH do PAH é igual a 8 ele esta parcialmente
protonado, ou seja, carregado na forma —NHs". As cadeias poliméricas estdo mais
distendidas, devido a repulsdo entre as cargas eletrostaticas, e as camadas
geradas nos filmes sdo mais finas. Como o valor de pH do PAA é igual a 4, ou
seja, inferior ao seu pKa, esse encontra-se protonado, ou seja, a maioria dos
grupos acidos estd na forma néo ionizada (—COOH). Nessa condi¢do de pH, as
cadeias poliméricas ficam mais enoveladas (Figura 5), gerando camadas mais
espessas nos filmes (CHOI; RUBNER, 2005).

Figura 5 - Representacéo das cadeias poliméricas dos polieletrélitos PAH e PAA e sua
conformacao nas multicamadas

PAH PAA PAH/PAA

pH=8.0 pH=4.0

Fonte: Zarpelon (2013)

O ensaio de perfilometria foi utilizado para a determinacdo da espessura do
filme fino produzido nesse trabalho e reticulado com o glutaraldeido.
De acordo com os valores obtidos, fez-se a média das espessuras que foi

igual a 0,325 pm.
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4.2 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS POR UV-VIS

Os espectros UV-Vis dos filmes reticulados com o glutaraldeido e com a
enzima tranglustaminase (Figura 6) mostram que houve incorporagéo das AgNPs
apenas nos filmes contendo os reticulantes a temperatura de 23°C, pois observou-
se uma Unica banda situada entre 380 e 450 nm, 0 que evidencia a presenca de
AgNPs nesses materiais (REVINA et al., 2001). Os picos de absorcdo presentes
nesse espectro mostram que ha uma agregacdo das nanoparticulas, devido ao
alargamento do pico de absorcdo (SONG et al.,, 2009). Geralmente, uma banda
em torno de 400 nm indica a presenca de AgNPs de formato esférico (NOGUEZ,
2007), ou seja, as AgNPs contidas na filme e que foram obtidas por reducédo do sal

de prata possuem formato esférico.

Figura 6 - Espectro UV-Vis dos filmes finos reticulados
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Fonte: o autor (2017)

Observa-se no espectro que ndo houve nenhuma banda para o filme

reticulado com a enzima tranglutaminase a temperatura de 50°C. Provavelmente,
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ocorreu uma solubilizacdo do filme com o aumento da temperatura ou ainda o
aumento da temperatura pode ter oxidado a prata presente no filme. Uma
investigacdo recente sobre o efeito antimicrobiano das AgNPs revelou que o
mesmo esta relacionado a outros fatores, além da dimens&o, como forma e area
de superficie das nanoparticulas, sendo ainda sensivel a alta temperatura
(DRELICH et al., 2011).

O tamanho das AgNPs e a sua dispersdo na solucao interferem no seu
desempenho antimicrobiano, quanto menor a nanoparticula, maior sera sua acao
antimicrobiana. Estabilizantes sdo acrescentados no processo de producao para
prevenir a agregacdo das AgNPs. Nesse estudo foi adicionado o citrato de sédio
para auxiliar na formacéao nas AgNPs durante a reducao na lampada UV.

Em geral, agentes redutores como o citrato de sédio servem como
estabilizantes dos coloides de prata, reduzindo a tendéncia de agregacdo. Os ions
citrato possuem uma forte interacdo com a superficie dos nanocristalitos de prata,
fazendo com que o crescimento dos cristais de prata seja mais lento. A reducao
com citrato de sédio, entretanto, produz nanoparticulas com diametro médio de

40-60 nm, com formatos de nanohastes ou esferas (LIN et al., 2010).

4.3 DESINFECCAO DO EFLUENTE INDUSTRIAL COM OS FILMES FINOS

De acordo com os valores apresentados (Tabela 1), observou-se diferenca
nos percentuais de reducao de E. coli nos tempos estudados e com os distintos
reticulantes. Para os filmes reticulados com o glutaraldeido, houve um aumento no
percentual de reducdo com o aumento do tempo em que o filme ficou em contato
com o efluente, nos primeiros 5 minutos, o filme apresentou uma remocéo de 22,

8% e em 360 minutos, houve uma remocao de 48,7% de E. coli no efluente.
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Tabela 1 - Percentuais de redugdo de E. coli no efluente ap6s o tratamento com os filmes

Tempo de contato com Filmes Reducéo de E. coli em
o efluente (min) relacdo ao efluente
bruto (%)
Reticulado
5 Glutaraldeido a 23°C 228
Reticulado Enzima a 23°C 0
Reticulado
120 Glutaraldeido a 23°C 28,6
Reticulado Enzima a 23°C 31,4
Reticulado
360 Glutaraldeido a 23°C 48,7
Reticulado Enzima a 23°C 28.6

Fonte: o autor (2017)

Para os filmes reticulados com a enzima, o percentual de reducédo foi mais
eficaz no tempo de 120 minutos com 31,4% de remocdo, no tempo de 360
minutos o percentual foi de 28,6%, podendo essa diferenca estar relacionada com
0 erro experimental associado ao tratamento do efluente e/ou a contagem da E.
coli. O filme que apresentou apenas efeito bacteriostatico, ou seja, ndo eliminou
bactérias, mas impediu que houvesse proliferacdo (TAMAYO et al., 2014), foi o
filme reticulado com a enzima a temperatura de 23°C por 5 minutos. Os filmes
reticulados com a enzima na temperatura de 50°C nao foram utilizados para o
tratamento de efluente por ndo apresentarem banda caracteristica de prata no
espectro.

O mecanismo de acdo da prata para ocasionar essa morte das bactérias,
ainda ndo é totalmente conhecido, mas sabe-se que as AgNPs tém grande
afinidade com grupos que possuem o0s elementos enxofre e fosforo, que séo
encontrados tanto nas membranas como no interior das bactérias. Sua interacédo

ocorre com a membrana celular causando danos no processo de respiracao
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celular e, no interior das mesmas, interagem com o DNA impedindo a divisdo
celular e ocasionando a morte das bactérias (MORONES et al., 2005).

Apesar de a enzima transglutaminase ser um reticulante natural e nao ser
toxica, ao contrario do glutaraldeido, apresentou um resultado antimicrobiano
inferior ao reticulante quimico, portanto, o melhor filme € o reticulado com o
glutaraldeido, por apresentar uma agdo antimicrobiana crescente com o passar do

tempo.
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5 CONCLUSAO

A incorporacdo das nanoparticulas foi comprovada através do espectro
realizado com os filmes finos, que mostraram uma banda caracteristica de prata
para os dois reticulantes utilizados a temperatura de 23°C. Quando houve a
elevacdo da temperatura de reticulacdo para 50°C, o espectro ndo apresentou

nenhuma banda caracteristica de prata.

Os filmes finos com as nanoparticulas obtiveram um resultado positivo para
o tratamento do efluente industrial na remocéo da E. coli. Apenas um dos filmes
mostrou-se bacteriostatico, enquanto os outros mostraram-se bactericidas. A
remocao para o filme reticulado com o glutaraldeido foi crescente com o aumento
do tempo, apresentando um melhor resultado para o ensaio de 6 horas. Para os
filmes reticulados com a enzima, a melhor porcentagem de remocao foi para o
filme que ficou 2 horas em contato com o efluente.

Considerando-se 0 baixo impacto ambiental e a acao inibidora satisfatoria,
os filmes desenvolvidos neste trabalho apresentam um grande potencial para
serem utilizados como auxiliares no tratamento microbiolégico de efluentes

industriais.
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