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RESUMO

O fornecimento e 0 acesso a agua potavel é um dos grandes desafios deste século. Nesta
perspectiva, o rapido avango da Nanotecnologia tem contribuido significativamente para o
desenvolvimento e a producdo de nanomateriais, objetivando melhorar o desempenho e a
eficiéncia dos processos de descontaminagdo da agua. Desse modo, o presente trabalho teve
por objetivo preparar e caracterizar filmes automontados de poli(hidrocloreto de alilamina)
(PAH) e poli(acido acrilico) (PAA) contendo nanoparticulas de prata (AgNPs) e de cobre
(CuNPs), visando sua posterior aplicacdo no tratamento terciario de efluentes industriais para
reuso. As AgNPs e CuNPs foram sintetizadas por meio da (i) reducéo de sais de prata e de
cobre (I) em meio aquoso, com posterior incorporacdo das mesmas nos filmes finos de
PAH/PAA, e (ii) pela irradiacdo direta dos filmes finos de PAH/PAA com luz ultravioleta
(UV), apds a imersdo dos mesmos em solucBes salinas de prata e cobre (II). Apos a
automontagem, os filmes foram caracterizados por meio de diferentes técnicas instrumentais,
incluindo a espectroscopia de absor¢do molecular na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis),
a espectroscopia de emissdo dptica por descarga luminescente (GD-OES), a microscopia de
forca atbmica (AFM), a microscopia eletrénica de varredura com emissao de campo (MEV-
FEG), a espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS), a espectrometria de
emissdo Optica com plasma de argdénio indutivamente acoplado (ICP-OES) e a microscopia
eletrénica de transmissdo (MET). De maneira geral, os espectros de UV-Vis e GD-OES
comprovaram a incorporacdo/formacao de AgNPs e de CuNPs/dxido de cobre (I1) nos filmes
finos desse trabalho. Os testes realizados com o efluente industrial evidenciaram que todos os
filmes desenvolvidos apresentaram atividade bactericida frente a coliformes totais, com
variacdo de 14 a 100% em termos de inibicdo. Os filmes contendo AgNPs, por sua vez,
apresentaram atividade bactericida 5% superior, quando comparados aos filmes contendo
CuNPs. Além disso, os filmes preparados a partir da irradiacdo direta com luz UV
apresentaram a maior eficiéncia inibitoria (superior a 90%) e, dessa forma, foram avaliados
em funcdo da variacdo da concentracdo do sal precursor. De maneira geral, observou-se
através da caracterizacdo por MEV-FEG e MET que a alteragdo na concentracdo do sal
promoveu uma variacdo em termos de tamanho das nanoparticulas incorporadas aos filmes
(10-250 nm para as AgNPs e 10-170 nm para as CuNPs). O tratamento do efluente industrial
para reuso com os filmes obtidos pelo método (ii), por sua vez, reduziu de 91 a 100% a
contagem total de coliformes presentes no efluente industrial bruto (sem tratamento), sendo
que o filme obtido na concentracdo 0,1098 mmol/L de Ag” foi o material com maior eficécia.
Finalmente, considerando-se a facilidade de aplicacéo, o baixo impacto ambiental, e a acéo
inibidora satisfatéria, os filmes desenvolvidos neste trabalho apresentam um grande potencial
para serem utilizados como auxiliares no tratamento terciario de efluentes industriais.

Palavras-chave: nanoparticulas de prata (AgNPs), nanoparticulas de cobre (CuNPs), filmes
finos, atividade bactericida, tratamento terciario, efluentes industriais, reuso.



ABSTRACT

The supply and access to drinking water is one of the great challenges of this century. In this
perspective, the rapid advancement of Nanotechnology has contributed significantly to the
development and production of nanomaterials, aiming to improve the performance and
efficiency of water decontamination processes. Thus, the main goal of this work was to
prepare and characterize self-assembled thin films of poly(allylamine hydrochloride) (PAH)
and poly(acrylic acid) (PAA) containing silver nanoparticles (AgNPs) and copper (CuNPs)
for their subsequent application in the tertiary treatment of industrial effluents for reuse. The
AgNPs and CuNPs were synthesized by (i) reducing silver and copper (Il) salts in aqueous
medium, with subsequent incorporation in PAH/PAA thin films, and (ii) by direct irradiation
of the PAH/PAA thin films with ultraviolet (UV) light after immersion in silver and copper
(1) salt solutions. After self-assembling, the thin films were characterized by different
instrumental techniques, including ultraviolet and visible (UV-Vis) molecular absorption
spectroscopy, glow discharge optical emission spectroscopy (GD-OES), atomic force
microscopy (AFM), field emission scanning electron microscopy (FESEM), X-ray
photoelectron spectroscopy (XPS), inductively coupled argon plasma optical emission
spectroscopy (ICP-OES) and transmission electron microscopy (TEM). In general, the UV-
Vis and GD-OES spectra confirmed the incorporation/formation of AgNPs and CuNPs/copper
(11) oxide in the thin films. The tests carried out with the industrial effluent showed that all the
films developed presented bactericidal activity against total coliforms, ranging from 14 to
100% in terms of inhibition. The films containing AgNPs, by other hand, presented
bactericidal activity 5% higher when compared to the films containing CuNPs. In addition,
the films prepared from direct irradiation with UV light showed the highest inhibitory
efficiency (greater than 90%) and, therefore, were evaluated as a function of the variation of
the precursor salt concentration. In general, it was observed through the characterization by
FESEM and TEM that the change in salt concentration promoted a variation in terms of size
incorporated into the films (10-250 nm for AgNPs and 10-170 nm for CuNPs). The treatment
of the industrial effluent for reuse with the films obtained by method (ii), in turn, reduced the
total count of coliforms present in the raw industrial effluent (untreated) from 91 to 100%,
being that the film obtained at the concentration 0.1098 mmol/L Ag™ was the most efficient
material. Finally, considering the ease of application, the low environmental impact, and the
satisfactory inhibitory action, the films developed in this work present a great potential to be
used as auxiliaries in the tertiary treatment of industrial effluents.

Keywords: silver nanoparticles (AgNPs), cooper nanoparticles (CuNPs), thin films,

antibacterial activity, tertiary treatment, industrial effluents, reuse.
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1. Introducéo

Atualmente, cerca de 780 milhdes de pessoas no mundo sofrem com a escassez de
agua. De acordo com os especialistas, em 2025, cerca de 1,8 bilhdes de pessoas nao terdo
acesso a agua potavel. Evidéncias cientificas indicam que a escassez de agua ocorrerd
globalmente, mesmo em regides que agora sdao consideradas ricas em agua (Navarro-Ortega et
al., 2015). Em todo o mundo, o sistema de abastecimento de agua se esforca para acompanhar
o rapido crescimento da demanda, o que vem sendo agravado pelo crescimento da populacao,
pelas mudancas climaticas e pela deterioracéo da qualidade dos corpos hidricos.

Hoje em dia, 0 ambiente aquatico tem sido poluido por varias atividades industriais ou
humanas, e a 4gua contaminada com organismos patogénicos é usada por milhdes de pessoas
(Oprckalet al., 2017), 0 que representa uma grande ameagca para a saude publica, uma vez que
essa € uma das principais causas para a transmissdo de doencas. Portanto, a necessidade em se
desenvolver novos materiais e tecnologias de tratamento de dgua de baixo custo e que sejam
eficientes na remocao desses micro-organismos tem se tornado cada vez mais urgente (Liu et
al., 2014). Aproximadamente 12 milhdes de pessoas morrem no mundo anualmente, devido a
doencas transmitidas pela agua (WHO, 2012). Nesse contexto, diferentes técnicas tém sido
utilizadas para a desinfec¢do de aguas contaminadas, tais como a cloragdo (Noutsopoulos et
al., 2014), o tratamento por radiacdo ultravioleta (UV) (Vaferi et al., 2014) e a ozonizacgéo
(Szymanska et al., 2014). Entretanto, essas técnicas apresentam, dentre outros problemas,
limitagGes na implementacéo em larga escala (Ahmad et al., 2015).

Em pouco mais de 15 anos, a Nanotecnologia propiciou o desenvolvimento de uma
vasta gama de novas tecnologias para aplicacdes domésticas e industriais, que vao desde a
liberacdo controlada de medicamentos, até novos métodos para o tratamento de aguas
contaminadas (Crane e Scott, 2012). A aplicacdo de materiais em escala nanométrica, por
exemplo, permitiu melhorar os métodos de tratamento de residuos, incluindo a reducdo ou
eliminacdo de contaminantes presentes na agua (Oves et al., 2015).

O interesse em nanoparticulas metalicas como agentes antimicrobianos vem crescendo
nas Ultimas décadas. O grande nimero de nanoparticulas que podem ser sintetizadas e sua
elevada area superficial permitem que esses materiais sejam extremamente eficientes em
processos de desinfeccdo, mesmo em quantidades muito pequenas (Sundaresan et al., 2012).
Nanoparticulas de prata (AgNPs), por exemplo, tém sido amplamente utilizadas no tratamento
de efluentes industriais, uma vez que as mesmas apresentam elevada acéo bactericida contra

uma ampla faixa de micro-organismos, incluindo bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
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fungos e virus (Marambio-Jones e Hoek, 2010). As nanoparticulas de cobre (CuNPs), por
outro lado, apresentam baixa toxicidade para mamiferos, mas sdo toxicas para diversos micro-
organismos, o que implica em novas perspectivas para a desinfeccdo de aguas contaminadas
(Zain et al., 2014). InGmeros estudos tém avaliado o desempenho biocida de materiais
contendo AgNPs e CuNPs contra varios tipos de bactérias, tais como Staphylococcus aureus
(Jokar et al., 2010), Escherichia coli (Zapata et al., 2011), Klebsiella pneumonia (Vimala et
al., 2010), Pseudomonas aeruginosa (Perkas et al., 2007), Enterobacter cloacae (Kim et al.,
2007), Salmonella typhimurium (Cérdenas et al., 2009) e Listeria monocytogenes (Cioffi et
al., 2005). Pesquisadores recomendaram o uso de ions prata e cobre como desinfetantes para
aguas residuais geradas a partir de hospitais, contendo micro-organismos infecciosos (Lin et
al., 1996; Lin et al., 1998; Ruparelia et al., 2008).

As nanoparticulas metalicas com atividade bactericida podem ser imobilizadas em
superficies diversas, podendo ser aplicadas em dispositivos médicos, no tratamento de agua e
no processamento de alimentos. As nanoparticulas metalicas podem ainda ser combinadas
com polimeros para formar compdsitos para uma melhor utilizacdo de sua atividade
antimicrobiana (Ruparelia et al., 2008).

Nesse contexto, os filmes automontados com polieletrélitos de cargas opostas
ganharam um consideravel interesse cientifico, devido as suas inimeras aplicagdes (Ferreira
et al.,, 2004; Cheng et al., 2005; Tang et al., 2015), incluindo o tratamento de efluentes
industriais para reuso. Um dos métodos mais utilizados para a fabricacdo desses materiais
baseia-se na automontagem de multicamadas poliméricas diferenciadas por meio da técnica
de camada por camada (do inglés “layer-by-layer” — LbL) (Trivinho-Strixino et al., 2004).

Esses sistemas automontados sdo considerados um excelente meio para nanoparticulas
metélicas, 0 que possibilita a producdo de materiais com caracteristicas bem especificas. A
incorporacdo dessas nanoparticulas pode afetar significativamente as propriedades dos filmes
finos produzidos (Dubas et al., 2006; Li et al., 2006). Os filmes obtidos podem apresentar
melhorias nas propriedades Opticas, térmicas, mecanicas, elétricas, magnéticas, entre outras
(Decher, 1997; Hou et al.,, 2015). Tais propriedades dependem da maneira como a
incorporacdo das nanoparticulas é realizada, do seu tamanho e forma, da concentracdo e do
tipo de interacdo com a matriz polimérica (Séwka et al., 2006).

Os filmes finos desenvolvidos neste trabalho foram preparados através da técnica LbL,
a partir de solucbes de polieletrolitos fracos (poli(hidrocloreto de alilamina) — PAH e

poli(acido acrilico) — PAA) e AgNPs e CuNPs, utilizando os reticulantes glutaraldeido (GA) e
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transglutaminase (TG), visando sua posterior aplicacdo no tratamento terciario de efluentes

industriais para reuso.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

O objetivo principal deste trabalho é comparar a eficiéncia bactericida de filmes finos
de polieletrolitos contendo AgNPs e CuNPs, visando o desenvolvimento de materiais que
possam ser utilizados como auxiliares na desinfeccdo de efluentes industriais para aguas de

reuso.

2.2. Objetivos Especificos

a) Preparar filmes finos, utilizando o poli(hidrocloreto de alilamina) (PAH) como
policétion, e o poli(acido acrilico) (PAA) como polianion;

b) Sintetizar AgNPs e CuNPs por meio de dois métodos distintos: (i) pela reducéo de
sais de prata e de cobre (II) em meio aquoso, com posterior incorporacdo das mesmas nos
filmes finos de PAH/PAA, e (ii) pela irradiacdo direta dos filmes finos de PAH/PAA com luz
ultravioleta, ap6s a imersdo dos mesmos em solugdes de nitrato de prata e sulfato de cobre (11)
pentaidratado;

c) Caracterizar e comparar as propriedades fisico-quimicas (espessura e rugosidade
dos filmes, tamanho e formato das nanoparticulas) dos dois tipos de filmes finos de
PAH/PAA, através das técnicas de espectroscopia de absor¢do molecular na regido do
ultravioleta e visivel (UV-Vis), microscopia de forca atbmica (AFM), microscopia eletrénica
de varredura com emissdao de campo (MEV-FEG), espectroscopia de emissdo éptica por
descarga luminescente (GD-OES), microscopia eletronica de transmissdéo (MET) e
espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS);

d) Efetuar a desinfeccdo de uma amostra de efluente proveniente da estacdo de
tratamento de uma empresa de artigos de cutelaria da regido com os dois tipos de filmes finos
de PAH/PAA,;

e) Comparar a eficiéncia bactericida entre os dois tipos de filmes finos de PAH/PAA.
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3. Revisdo Bibliografica

3.1. Filmes Finos

A obtengdo de materiais na forma de filmes finos corresponde a um desafio cientifico
e tecnologicamente importante, uma vez que esses materiais apresentam uma infinidade de
aplicacdes em diversos dispositivos (Oliveira e Zarbin, 2005). O desenvolvimento de filmes
finos estd em constante e acentuado aprimoramento, envolvendo profissionais das mais
variadas areas do conhecimento, como fisicos, bidlogos, quimicos e engenheiros, em geral
(Streltsov et al., 2015).

Filmes finos sdo usados em muitos dominios de aplicacdo, tais como na producéo de
hidrogénio (Dal'Acqua et al.,, 2013), no desenvolvimento de materiais bactericidas
(Wojcieszak et al., 2016), no tratamento de efluentes industriais (Zarpelon et al., 2016), em
aplicacOes biomeédicas (Lopes et al., 2015), na producdo de dispositivos fotovoltaicos (Ashraf
et al., 2015), entre outras. Esses materiais podem ser depositados através de uma grande
variedade de técnicas, sendo muito importantes para o desenvolvimento de produtos
aperfeicoados (Jesus, 2009; Popiolski, 2011).

Os mesmos podem ser classificados de acordo com a fase do meio contendo seu
precursor, como soélidos, liquidos ou gasosos (Oliveira e Zarbin, 2005). A preparacdo de
revestimentos é realizada por meio de processos secos, tais como a deposi¢do quimica em fase
vapor (CVD), a deposicdo atdbmica por vapor (ALD) (processo que é considerado como uma
modificacdo do processo CVD), a deposicao fisica por vapor (PVD), e a deposi¢do quimica
por vapor reforgada por plasma (PECVD); ou por processos Umidos, incluindo o revestimento
por pulverizacdo, rotacdo, e imersdo. Os métodos Umidos sdo bem adaptados para a
preparacdo de materiais multifasicos, uma vez que qualquer composto ndo volatil, que é
disperso ou dissolvido na solucdo, sera distribuido homogeneamente ou organizado em filmes
e com um bom controle da espessura (Grosso, 2011).

As técnicas envolvendo deposicdo em fase liquida geralmente envolvem a dissolucao
de um precursor em um solvente adequado, seguida de sua deposicdo na superficie do
substrato e subsequente evaporacdo controlada do solvente e/ou tratamento térmico. A
utilizacdo de precursores envolvendo esse tipo de deposicdo apresenta uma série de vantagens
sobre outras rotas de deposi¢do, como: (i) grande variedade de precursores disponiveis,
(ii) estruturas complexas (ou particulas) podem ser obtidas em solucdo e depositadas sobre o

substrato, e (iii) 0s equipamentos necessarios para a deposi¢ao sdo mais simples e baratos que
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0s analogos para a deposicdo a partir de precursores gasosos (como em um processo de CVD,

por exemplo) (Oliveira e Zarbin, 2005).

3.2. Polieletrolitos

Um polieletrélito € um polimero no qual os mondmeros sdo sais de grupos idnicos e
ndo-metalicos (Popiolski, 2011). Possuem uma grande quantidade de mondmeros ionizaveis e
sdo, em geral, soltveis em solventes polares (Silva, 2006). Eles apresentam grande utilidade
em inddstrias quimicas e possuem um amplo campo de aplicacdo, como auxiliares de
filtracdo, estabilizantes de suspensfes ceramicas, auxiliares na clarificacdo de &gua nas
estacdes de tratamento, como coagulantes em estacBes de tratamento de esgoto, na industria
de papel, entre outras (Honse, 2008).

Os polieletrolitos podem ser classificados de acordo com varios critérios. Com base na
origem, eles podem ser naturais ou sintéticos. Em relacdo a composicao, eles podem ser
homopolimeros (resultante da polimerizacdo de um Unico mondmero) ou copolimeros
(resultante da polimerizacdo de dois ou mais monémeros). Baseado na arquitetura molecular
sdo lineares ou ramificados (possuem pequenas cadeias laterais), podendo ou ndo possuir
ligacbes cruzadas entre as cadeias. Finalmente, quanto a natureza quimica dos grupos
ionizaveis, eles podem ser classificados como polidcidos, polibases e polianféteros
(Lankalapalli e Kolapalli, 2009).

Os poliacidos com grupos funcionais -COOH e -SO3zH podem se dissociar em
polianions e protons. As polibases com grupos —NH,, por outro lado, podem se ligar a um
préton, gerando polications. Polieletrélitos que possuem tanto grupos acidos como basicos
sdo denominados de polianfoteros, sendo carregados positivamente ou negativamente em pH
baixo ou alto, respectivamente (Silva, 2006).

Os polieletrolitos podem também ser classificados como fortes ou fracos. O
polieletrdlito serd considerado forte quando seu grau de ionizagdo ndo depender do pH da
solucdo, ou seja, sua densidade de carga sera sempre alta. Por outro lado, nos polieletrélitos
fracos, a densidade de carga depende do pH da solucdo e de outras condi¢Ges do meio, como
forga ionica e temperatura (Choi e Rubner, 2005; Hess et al., 2006).

Outra classificacdo para os polieletrélitos pode ser dada em fungdo do pK, do grupo
acido. Para um acido fraco HA qualquer, sua dissocia¢do em agua fica sujeito a um equilibrio

(Equacéo 1):

HAag) + H20() 2 H30" (ag) + A'(ag) (1)
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A constante de acidez, ou constante de dissociacdo acida K, (Equacao 2), é definida
como sendo:

Ka — [H30+][A7] (2)
[HA]

A constante de acidez K, é proporcional & concentracdo dos ions formados. Quanto
maior o valor de K;, mais ionizado estara o acido em meio aquoso, e consequentemente maior
sera a concentracdao hidrogenidnica em solucdo. Como o pK, é o cologaritmo negativo da
constante de acidez, um baixo valor de pK, indica uma maior tendéncia a ionizagdo (Silva,
2006). Para solugdes aquosas formadas por &cidos fracos, o valor do pH corresponde ao valor
do pK, desta solucdo, isto é, [HA] = [A']. Deste modo, a fracdo das espécies ndo ionizadas
(protonada) é igual a frac@o das espécies ionizadas (desprotonadas) (Allinger, 1978; Atkins e
Jones, 2006).

Na preparacdo dos filmes finos deste trabalho foram utilizados dois polieletrélitos

fracos de cargas opostas, sendo o PAH o policéation, e o PAA o polianion (Figura 1).

~
L~
~ -~
NH;"CT]| COOH
L 4 — —n
PAH PAA
(PKa = 8,0 - 9,0) (PKa =55 - 6,5)

Figura 1. Formulas estruturais dos polieletrdlitos PAH e PAA em meio &cido.

A polibase fraca (PAH) tem valor de pK, entre 8,0-9,0. Assim, em valores de pH
inferiores ao pKj, esse polieletrolito esta parcialmente protonado, ou seja, carregado na forma
—NHs". As cadeias poliméricas estdo mais distendidas, devido a repulsio entre as cargas
eletrostaticas, e as camadas geradas nos filmes sdo mais finas. Por outro lado, quando o pH do
meio € superior ao valor de pK, o PAH encontra-se com parte dos seus grupos amino
desprotonados na forma —NH,. Dessa forma, suas cadeias estdo mais enoveladas, devido a
diminuigdo da repulsdo entre as cargas eletrostaticas, e as camadas geradas nos filmes séo

mais espessas (Choi e Rubner, 2005).
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O poliacido fraco (PAA), por sua vez, tem valor de pK, entre 5,5-6,5. Assim, em
valores de pH inferiores ao pK,, este encontra-se protonado, ou seja, a maioria dos grupos
acidos esta na forma ndo ionizada (-COOH). Nessa condi¢cdo de pH, as cadeias poliméricas
ficam mais enoveladas, gerando camadas mais espessas nos filmes. Por outro lado, quando o
pH do meio €é superior ao valor de pK,, 0 PAA estd desprotonado, com a maioria dos grupos
acidos na forma de carboxilato (-COQ"). Dessa forma, suas cadeias ficam mais distendidas e

as camadas geradas nos filmes sdo mais finas (Choi e Rubner, 2005).

3.2.1. Definicéo do pH dos Polieletrolitos

A utilizacdo de polieletrolitos fracos pode produzir sistemas com propriedades
interessantes, pois essas especies sofrem mudancas no seu grau de ionizagdo quando o pH da
solucdo é alterado. O aumento da forca i6nica da solucdo causa um aumento na repulsdo entre
as cargas eletrostaticas da molécula do polieletrolito, resultando em alteracdes na espessura e
rugosidade do filme automontado (Hussein, 2015). Essas mudancas acabam acontecendo,
uma vez que as moléculas tendem a enovelar-se ou estender-se, dependendo da intensidade de
repulsdo eletrostatica entre as cadeias poliméricas (Choi e Rubner, 2005). Dessa forma, é
possivel preparar filmes, a partir de um mesmo polieletrdlito, mas com propriedades fisico-
quimicas completamente diferentes. Isto é, em grande parte, resultado do fato de a densidade
de carga das cadeias do polieletrolito em solucédo influenciar na forma como as camadas sao
adsorvidas em uma superficie, o que, por sua vez, determina as propriedades totais dos filmes
(Yoo et al., 1998).

Utilizando-se da sensibilidade de polieletrdlitos fracos em fungdo do pH, Rubner e
colaboradores (1998 e 2000) foram capazes de demonstrar que poderiam facilmente
manipular a densidade de carga dos filmes formados (Yoo et al., 1998; Shiratori e Rubner,
2000). Os filmes podem ser montados, de tal modo que os mesmos sejam constituidos em
maior parte por um ou por outro polieletrélito, simplesmente trabalhando em um valor de pH
em que um dos polieletrdlitos esteja fracamente carregado, enquanto o outro esta fortemente
carregado (Burke e Barrett, 2004).

Filmes finos desenvolvidos a partir de polieletrolitos fracos, quando em solucéo,
podem apresentar inchamento. Na maioria dos casos, o inchamento induzido pelo pH dos
filmes € reversivel; no entanto, a exposicdo a condi¢Bes extremas da solucdo, tais como
concentracdo elevada, pode levar a um inchamento exagerado a ponto de destruir os filmes,
devido ao rompimento das interacGes secundarias que mantém as camadas unidas entre si
(Burke e Barrett, 2004).
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A Figura 2 apresenta a conformacdo das cadeias poliméricas dos polieletrélitos em
funcdo dos valores de pH utilizados para a deposicdo dos filmes desenvolvidos nesse trabalho.
O grau de ionizacdo de um polieletrolito fraco também pode alterar significativamente quando
0 mesmo € incorporado em um meio de maltiplas camadas (Shiratori e Rubner, 2000; Petrov
et al., 2003; Sui e Schlenoff, 2004). Esse efeito é mais pronunciado quando a montagem
ocorre entre dois polieletrolitos de cargas opostas, como é o caso do PAA e do PAH (Choi e
Rubner, 2005). De fato, as constantes de dissociacdo aparente de polieletrélitos fracos pode
deslocar de 1 a 4 unidades de pH ap6s a incorporacdo em filmes de camadas multiplas, se

comparada a uma solucdo diluida (Tabela 1) (Burke e Barrett, 2004).

PAH PAA PAH/PAA

pH = 8,0 pH = 4,0
(O] =4
Re. 2N\ "2 <>
S

N\
pH=4,0 pH=4,0

Figura 2. Representagdo das cadeias poliméricas dos polieletrolitos PAH e PAA em diferentes valores

de pH e sua conformacédo nas multicamadas.

Tabela 1. Mudanga do pKj aparente d& uma solugdo diluida para filmes multicamadas (+ ou —
indicam aumento ou diminui¢do no pKj aparente quando comparados aos valores da solugédo
diluida). Adaptado de Burke e Barrett (2004).

Combinacdo multicamadas  Polieletrolito na superficie Mudanca pK,
PAH/PAA PAH +2

PAH/PAA PAA —4
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Os resultados sugerem que a constate de dissociacdo diminui na adsorcao para o0 PAA,
e aumenta no caso do PAH. Esses desvios do comportamento ideal podem ser substanciais,
mudando por tanto em até 4 unidades de pH, e os deslocamentos podem tornar-se mais
pronunciados & medida que o nimero de camadas adsorvidas aumenta. Além disso, verificou-
se que esses deslocamentos nos valores de pKa aparente S80 influenciados pelo pH da solugédo
utilizada para montar os filmes finos, mas mostram pouca dependéncia com a concentracdo
utilizada nas solugcdes de montagem (Burke e Barrett, 2004).

O comportamento de dissociacdo de um grupo funcional fraco pode ser influenciado
pelo seu ambiente local através de uma série de efeitos, incluindo efeitos eletrostaticos,
hidrofdbicos e quimicos (Yoo et al., 1998).

Nas solucbes 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 formacdo do filme, o grau de
ionizacdo do PAA é aumentado de ~7% para ~63% (Choi e Rubner, 2005). Dessa forma, a
maioria dos grupos —NHs" do PAH neutralizam as cargas dos grupos —COQ", restando uma
pequena fragdo de grupos —NHs" livres nas multicamadas (Decher e Schlenoff, 2002; Choi e
Rubner, 2005). O grau de ionizagdo do PAA aumenta ainda mais quando o filme é colocado
em contato com uma solugdo de pH maior do que 2,5 (Choi e Rubner, 2005), como é o caso
nesse trabalho, onde a solucdo de AgNPs e CuNPs (que serdo incorporadas aos filmes finos
apos a automontagem) apresentam valores de pH iguais a 6,0 e 3,5, respectivamente.

Nas solucdes em que o PAH e o PAA apresentam pH iguais a 4,0, por outro lado, as
cadeias do PAH possuem elevado grau de ionizagdo (~95%). As cadeias do PAA, por outro
lado, estdo apenas 7% ionizadas nesse pH. Entretanto, quando o filme estd sendo formado, o
grau de ionizacdo do PAA aumenta para ~70% (Yoo et al., 1998). Isso resulta em um filme
onde os grupos —-NHs" e -COO" estdo totalmente interligados eletrostaticamente néo restando
grupos —NHs" e —COO" livres no PAH e PAA, respectivamente, para promover a interagéo
com espécies de cargas opostas (Decher e Schlenoff, 2002; Choi e Rubner, 2005). Essa
condicdo de pH implicou, por exemplo, em uma menor incorporacdo de nanoparticulas de
ouro em trabalhos anteriores, onde foram preparados filmes de PAH/PAA e PAH/PSS em
diferentes condic¢des de pH (Chia et al., 2008; Machado et al., 2011).

Nas multicamadas, espera-se que a presenca de uma grande quantidade de grupos
catidnicos com carga oposta (efeito eletrostatico) aumente o grau de ionizacdo de PAA (em
relacdo ao valor da solugéo), independentemente do tipo de polication usado para formar o
filme. A magnitude desse efeito, no entanto, parece ser mediada pela natureza hidrofébica do
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polication e possivelmente, em menor grau, por uma reacdo acido/base entre o poliacido e a
polibase. Dessa forma, os grupos —COO™ do PAA podem reagir com os grupos —NHs" livres
do PAH, aumentando o grau de ionizagdo nas multicamadas de PAH/PAA (Yoo et al., 1998).

No caso do PAH, no entanto, a diferenca entre o grau de ionizagdo em solucdo e o
grau de ionizagdo no processo de formacao do filme é menor do que no caso de PAA (Choi e
Rubner, 2005). Em pH igual a 7,8, por exemplo, o grau de ionizacdo do PAH em solucéo € de
~73%, enquanto no filme é de ~89% (Petrov et al., 2003).

3.3. Técnica de LbL

No campo da Ciéncia dos Materiais existe uma procura continua por materiais que
sejam progressivamente menores, da ordem de microns a nanémetros (Shimomura e
Sawadaishi, 2001). Embora essa seja uma tarefa bastante dificil, muito progresso tem sido
alcancado recentemente nessa area (Burke e Barrett, 2004).

Entre as multiplas abordagens, a montagem camada por camada (LbL) representa uma
técnica moderna para a modificacdo da superficie de diferentes tipos de substratos. A LbL foi
relatada pela primeira vez por ller (1966), que desenvolveu, através da interagdo eletrostatica,
uma estrutura de multicamadas compostas por cations e particulas coloidais anidnicas. No
entanto, foi redescoberta e otimizada décadas mais tarde quando Decher e Hong (1991)
introduziram um método de preparacdo de materiais a base de polimeros, com as tdo
desejadas caracteristicas nanomeétricas (Decher e Hong, 1991; Decher e Schlenoff, 2002).

A técnica envolve a deposi¢do sequencial de polimeros de cargas opostas sobre um
substrato carregado, a partir de solu¢Ges aquosas diluidas, o que a torna ambiental e
economicamente atraente. As multicamadas de polieletrélitos (PEMSs) resultantes sdo estaveis
e uniformes, mas possuem arquiteturas altamente interpenetrantes (Schmitt et al., 1993),
podendo ser depositadas em uma variedade de substratos, diferentes em tamanho, composi¢éo
e geometria (Halasz et al., 2015). Essa técnica oferece ainda a possibilidade de incorporar
nanoparticulas, enzimas, micelas e dendrimeros (Volodkin et al., 2014) no interior das
multicamadas durante a formacdo do filme, possibilitando varias aplicacdes (Bhalerao et al.,
2015), tais como em eletrocatélise (Zheng et al., 2006), dispositivos eletrocrémicos (Sheng et
al., 2011), permeacdo seletiva (Priolo et al., 2010), células de biocombustivel (Sun et al.,
2010), microeletronica (Hiller et al., 2002), nanofluidos (DeRocher et al., 2010),
revestimentos virucidas (Wong et al., 2010) e antibacterianos (Li et al., 2006; Dvoracek et al.,
2009), e em engenharia de tecidos (Detzel et al., 2011). Nas tltimas duas décadas, a LbL
tornou-se muito popular no campo da pesquisa biomédica e varios artigos foram publicados a
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respeito dos recentes avancos dessa técnica para outras aplicacdes, como a liberacdo
controlada de farmacos (Ariga et al., 2011; De Koker et al., 2012) e o biossensoriamento
(\Vaferi et al., 2014; Bhalerao et al., 2015).

A Figura 3 ilustra, esquematicamente, 0 mecanismo de preparacdo de um filme por
LbL via interagdo eletrostatica entre um polication e um polianion, e a estrutura idealizada de

um filme contendo uma bicamada, respectivamente.
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Figura 3. (a) Representacdo esquematica do processo de preparacdo de um filme pela técnica LbL
sobre um substrato sélido. (b) Preparacdo da estrutura idealizada de um filme contendo as duas

primeiras camadas de polieletrélitos. Adaptado de Decher (1997).

Apos a adsorcao do polianion (Figura 3 (a) - Etapa 1), a rede de cargas da superficie
torna-se negativa. Esse substrato é entdo imerso em uma solugédo de lavagem para a remogao
do material fracamente adsorvido (Figura 3 (a) - Etapa 2). Em seguida, imerge-se 0 substrato
em uma solucdo contendo o polieletrolito carregado positivamente (Figura 3 (a) - Etapa 3)
que gera uma nova rede de cargas positivas na superficie, seguida novamente da imersdo em
uma solucdo de lavagem (Figura 3 (a) - Etapa 4). Como resultado final, obtém-se uma
bicamada de polieletrélitos sobre o substrato (Figura 3 (b) - Etapa 7). Esse processo pode ser
repetido varias vezes, possibilitando a montagem de filmes com estruturas e espessuras
desejadas.

A versatilidade da técnica estd na formacdo de novas arquiteturas moleculares,
baseadas em interacBes quimicas secundarias. As interacdes eletrostaticas entre os poli-ions

em solucdo e a superficie sdo fundamentais para a estrutura final do filme. E importante
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ressaltar que a estruturacdo das moléculas também pode ocorrer por outros tipos de interacéo
como quimissorcdo, ligacdes de hidrogénio, interacdes de van der Waals, interacOes
hidrofdbicas, 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 estruturagdo 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,
polimeros com diferentes morfologias, membranas porosas e coloides (Caruso et al., 1998;
Dal'Acqua, 2013), utilizando uma variedade de compostos, como polieletrélitos naturais e
sintéticos (Crouzier et al., 2010), nanoparticulas (Lan et al., 2006), e nanotubos de carbono
(Zhang et al., 2010).

A técnica de LbL também permite uma variabilidade da arquitetura dos filmes e de
suas propriedades fisico-quimicas, no que diz respeito a espessura, composi¢do, conformacao
e molhabilidade, o que € altamente promissor para o desenvolvimento de novos materiais
(Lim et al., 2015). O controle dessa arquitetura, e consequentemente das propriedades, é
realizado por meio de diversos parametros, como a concentracdo quimica dos constituintes e
suas respectivas massas molares (Sui et al., 2003), o pH da solugéo (Shiratori e Rubner, 2000;
Hiller et al., 2002; Choi e Rubner, 2005), o nimero de camadas depositadas (Boura et al.,
2003), a ordem na qual as camadas sdo depositadas (Detzel et al., 2011), o tempo de
deposicéo, a forca ibnica do meio, e a temperatura (Decher, 1997; Shiratori e Rubner, 2000).
Além disso, a estrutura das multicamadas também pode ser modificada p6s-montagem por
exposicdo do filme a condigOes diferentes das utilizadas durante a montagem do mesmo
(Wong et al., 2010; Detzel et al., 2011).

A possibilidade de controlar as propriedades das camadas dos filmes atraves da
variacdo da densidade de carga do polimero s6 foi explorada recentemente (Yoo et al., 1998;
Shiratori e Rubner, 2000). Tipicamente, os filmes de camadas multiplas eram preparados a
partir de polieletrélitos fortes que permaneciam totalmente carregados ao longo de toda a
faixa de pH, mas filmes multicamadas de polieletrolitos fracos passaram a ser desenvolvidos,
devido ao seu comportamento ser sensivel ao pH (Yoo et al., 1998; Shiratori e Rubner,
2000). A densidade de carga das cadeias dos polieletrolitos fracos é dependente do pH da
solucdo. Isto afeta o comportamento das correntes de solucdo que, por sua vez, influencia a
sua conformacdo na adsorcdo sobre uma superficie (Burke e Barrett, 2004).

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
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técnicas € apresentada em trabalhos anteriores (Jesus, 2009; Popiolski, 2011). Aqui,
entretanto, serd dada uma énfase maior a técnica de dip coating que foi a técnica utilizada

nesse trabalho para a preparagdo dos filmes finos.

3.3.1. LbL por Dip Coating

A técnica de dip coating (revestimento por imersdo) € ideal para preparar filmes finos
a partir de solucBes quimicas, uma vez que é um processo de baixo custo e que oferece um
bom controle da espessura, além de ndo desperdicar solucdo (Grosso, 2011). Por essas raz@es,
essa técnica esta se tornando cada vez mais comum, ndo s6 em laboratérios de pesquisa e de
desenvolvimento, mas também na industria, como revela 0 nimero crescente de publicacdes
anuais (9, 180 e 480 artigos em 1990, 2000 e 2010, respectivamente) (Grosso, 2011).

A Figura 4 ilustra o processo de obtencédo de filmes pela técnica de dip coating.

| "

Substrato ‘

R s

Precursor

Filme

Figura 4. Representacdo esquematica do processo de obtencdo de filmes por dip coating (Jesus,
2009).

O principio dessa técnica consiste em mergulhar perpendicularmente um substrato
dentro da solucdo contendo o precursor, e depois retird-lo da mesma. Devido a aderéncia entre
as moléculas da solucdo e da superficie do substrato, uma fina camada sera formada. O
processo de insercdo e retirada do substrato na solugdo deve ser realizado com velocidade
controlada e constante, e sem nenhum tipo de vibracdo ou interferéncia externa, de modo a
garantir a deposicdo de um filme homogéneo. A espessura de revestimento geralmente
aumenta com uma velocidade de retirada mais rapida, tendo em vista que a espessura €
determinada pelo equilibrio das forcas no ponto de estagnacdo na superficie do liquido. Uma

velocidade de retirada mais rapida puxa mais fluido para cima da superficie do substrato,
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antes que tenha tempo para fluir de volta para dentro da solucdo. A espessura das camadas €
principalmente afetada pela viscosidade e densidade do fluido, e pela tensdo superficial (Shri
Prakash et al., 2014).

O tempo de permanéncia do substrato na solugdo 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 solugéo precursora (solvente, concentracao, viscosidade, tipo
de precursor, dentre outros), é necessaria a utilizacdo de um equipamento que promova a
imersdo e a emersdo do substrato com alta estabilidade, com controle fino da velocidade e

livre de vibracOes (Oliveira e Zarbin, 2005).

3.4. Nanoparticulas Metalicas

Os recentes avancos em Nanotecnologia fizeram o campo da Nanociéncia uma das
areas mais pesquisadas nas ultimas duas décadas. Em geral, nanoparticulas sdo descritas como
particulas com dimensdes de didmetro inferior ou igual 100 nm (Thakkar et al., 2010) e com
propriedades especificas que dependem principalmente do seu tamanho (Hanemann e Szabo,
2010).

A Nanotecnologia e a Nanociéncia tornaram possivel a producdo de novos materiais
em escala nanométrica com propriedades cataliticas (Singh et al., 2008), dpticas (Kelly et al.,
2003), quimicas, eletrdnicas, magnéticas e mecanicas Unicas, bastante distintas daquelas do
seu estado original (Usman et al., 2012). As propriedades dos materiais hanométricos séo
dependentes do seu tamanho e forma (Séwka et al., 2006), e tém sido estudadas em varios
dispositivos eletronicos e opticos.

Materiais compostos por conjuntos multidimensionais de nanoparticulas estdo se
tornando cada vez mais importantes no contexto da Ciéncia dos Materiais e em areas das
Ciéncias Analiticas (Sun et al., 2009). Um material tem propriedades fisicas constantes,
independentemente do seu tamanho, mas em escala nanométrica, este ndo é frequentemente o
caso. H& muitas razbes para isso, incluindo o fato de que as nanoparticulas possuem uma
razdo de aspecto muito alta (Thakkar et al., 2010).

As propriedades Unicas de materiais em nanoescala tém dado origem a varios estudos
direcionados para a fabricagdo, caracterizacdo e aplicacdes de nanoparticulas. Assim, alguns
pesquisadores tém dado uma maior atencdo ao desenvolvimento de novos métodos de sintese,
a fim de produzir nanoparticulas com novas propriedades ou fun¢des melhoradas (Schréfel et
al.,, 2014). Como exemplo de nanomateriais podem ser citados nanotubos, nanofios,

nanoparticulas de semicondutores, nanoparticulas metélicas, dentre outros.
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Nanoparticulas metalicas tém representado um enorme potencial cientifico e
tecnologico, devido as propriedades quimicas e eletrbnicas Unicas, como alta atividade
catalitica e estabilidade quimica (Besson et al., 2005). As nanoparticulas de metais nobres
(como ouro, prata e platina), em particular, despertam muito interesse por suas multiplas
propriedades fisicas e quimicas, sendo estudadas em varios campos, incluindo a Medicina
(Pissuwan et al., 2011), a Biologia (Murphy et al., 2008), a Quimica Analitica (Silva et al.,
2011), a Fotocatalise (Wang et al., 2011), a Eletrénica (Daniel e Astruc, 2004), a Tecnologia
da Informagéo (Rosi e Mirkin, 2005), dentre outros (Ayadi e Legrand, 2014).

A configuragdo das nanoparticulas metélicas pode variar em tamanho, forma e
estrutura (Wang et al., 2011; Zhang et al., 2012). O estudo da variacdo da geometria e das
propriedades eletronicas € de grande importancia, tanto do ponto de vista académico quanto
industrial, e tem atraido a atencdo de varios pesquisadores nos ultimos anos (Shams-nateri,
2012; Hou et al., 2015).

As nanoparticulas metélicas sdo termodinamicamente instaveis e tém a tendéncia de se
agregar e crescer. Assim, o grande desafio atualmente consiste exatamente em preparar
nanomateriais estaveis (ou seja, que permanecam nessa escala de tamanho sem sofrer
decomposicédo, agregacdo 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).

Nas ultimas décadas, houve um crescente interesse na utilizacdo de nanoparticulas
metalicas como agentes antimicrobianos (Dai e Bruening, 2002). O grande nimero de
nanoparticulas que podem ser sintetizadas e a elevada area superficial, em relacdo ao volume,
permitem que elas sejam eficientes em concentracdes muito baixas (Sundaresan et al., 2012;
Zain et al., 2014). O efeito bactericida das nanoparticulas metalicas tem sido atribuido ao seu
tamanho pequeno e a alta relacdo superficie/volume, o que Ihes permite interagir diretamente
com as membranas microbianas, e ndo simplesmente devido a liberagdo de ions metalicos em

solucdo (Morones et al., 2005; Ruparelia et al., 2008).

3.4.1. Nanoparticulas de Prata

A prata é conhecida por sua eficacia antimicrobiana desde o inicio do século XVIII.
Tradicionalmente, a prata € utilizada para controlar infeccdes e prevenir a deterioracdo dos
alimentos (Kuppusamy et al., 2014), porém o efeito antimicrobiano da mesma tem sido
utilizado em diferentes campos da Medicina como, por exemplo, na profilaxia da oftalmia

neonatal, na cicatrizacdo de feridas, como material de curativos para 0ssos, em cimento de
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dentes, e em biomateriais (Lima, 2011). Sais de prata, principalmente o nitrato de prata, ja
foram usados para o tratamento de Ulceras (Singh et al., 2013). A atividade antimicrobiana da
prata 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 antibioticos, por volta de 1940, os coloides a base de prata
acabaram sendo descartados. Entretanto, as bactérias tém se tornado cada vez mais resistentes
aos antibidticos disponiveis atualmente no mercado, alavancando assim a busca constante por
novos farmacos, o0 que na maioria das vezes ndo acompanha a velocidade de imunogenicidade
dos virus e bactérias (Gibbs, 1999).

Na década de 1960, a prata ganhou popularidade novamente, agora como antisséptico
no tratamento de feridas abertas, sob a forma de solugdo a 0,5% (m/v) em nitrato de prata
(Price e Wood, 1966). Em 1968, esse sal de prata foi combinado com o antibidtico
sulfonamida para produzir o creme de sulfadiazina de prata (SSD), prescrito até os dias de
hoje, principalmente para casos de queimadura (Fox, 1968; George et al., 1997).

Na busca por novos medicamentos antimicrobianos, 0s coloides a base de prata
também voltaram a despertar o interesse da comunidade cientifica e, nessa linha, inimeros
trabalhos sobre a utilizagdo de nanocompoésitos contendo prata no tratamento de doengas
provocadas por bactérias, como a Escherichia coli e a Staphylococcus aureus, foram
publicados (Rhim et al., 2006; Sanpui et al., 2008; Sahni et al., 2013).

Mais recentemente, no inicio do século XX, a prata comecou a ser utilizada sob um
novo e mais interessante formato: o nanoparticulado. Solugdes de prata desenvolvidas sob a
luz da Nanotecnologia possuem particulas de tamanho extremamente reduzido, que
caracterizam uma maior superficie de contato, ampliando assim a agdo antimicrobiana da
prata (Carreira, 2009).

Particulas de prata em dimensdes maiores (micrométricas) causam a obstrucdo das
membranas celulares, promovendo um envenenamento por prata, conhecido por argiria. Isto
ndo acontece com o0 uso de particulas de prata em dimensdes nanométricas. Essas particulas
sdo tdo finamente dispersas e estdo em baixa concentracdo que podem circular pelas
membranas celulares, sem ocasionar danos aos organismos superiores, Vvisto que a
concentracéo efetiva para a atuagdo contra micro-organismos ¢ de 0,1 pg/L ¢ a concentragdo
toxica para os seres humanos é de 10,0 mg/L (Oliveira, 2006).

O mecanismo de acdo utilizado pelas AgNPs para causar o efeito antimicrobiano nao
esta totalmente esclarecido e € um tema ainda em discussdo. No entanto, existem varias

teorias sobre a atuacdo das AgNPs na inativacdo de micrdbios (Prabhu e Poulose, 2012).
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Morones et al. (2005) explicou que o efeito bactericida de AgNPs pode ser atribuido
tanto a sua interacdo com a superficie da membrana, quanto a sua penetracdo dentro da
bactéria (EI-Sheekh e El-Kassas, 2016). As AgNPs tém a capacidade de ancorar a parede
celular bacteriana e posteriormente penetra-la, causando alteragcfes estruturais na membrana
celular (Sondi e Salopek-Sondi, 2004).

A formacdo de radicais livres pelas AgNPs € considerado como outro possivel
mecanismo que leva a morte das células, tendo em vista que esses radicais livres tém a
capacidade de danificar a membrana celular e torna-la porosa (Danilczuk et al., 2006; Kim et
al., 2007).

Também foi proposto que pode haver liberacdo de ions Ag® pelas nanoparticulas
(Feng et al., 2000) e estes podem interagir com o0s grupos tiol de muitas enzimas vitais e
inativa-las (Matsumura et al., 2003). As células bacterianas em contato com a prata recebem
fons Ag®, que inibem varias fungbes na célula e as danificam (Sondi e Salopek-Sondi, 2004).

Além disso, Kvitek et al. (2008) relacionou a acdo bactericida das AgNPs ao tamanho
das mesmas, explicando que AgNPs menores tém grande area de superficie disponivel para
interacdo com a superficie celular, resultando em um maior efeito bactericida. Nanoparticulas
de tamanho menor podem ainda penetrar nas membranas celulares. Dentro de uma bactéria, as
nanoparticulas podem interagir com o DNA, inibindo sua capacidade de replicar, o que pode
levar a morte celular (EI-Sheekh e El-Kassas, 2016).

As AgNPs podem ser sintetizadas, a partir da utilizacdo de corrente elétrica ou por
redutores quimicos. O tipo de sintese ndo interfere na eficacia antimicrobiana; no entanto, o
tamanho das AgNPs e a sua dispersdo na solucdo interferem no seu desempenho. Quanto
menor a nanoparticula, maior sera sua acdo antimicrobiana. A reducdo do tamanho das
AgNPs aumenta a sua estabilidade e biocompatibilidade (Kim et al., 2005, 2011).
Estabilizantes sdo acrescentados no processo de producdo para prevenir a agregacao das
AgNPs (Carreira, 2009).

Em geral, agentes redutores como o citrato de sodio e boroidreto de sédio servem
igualmente como estabilizantes dos coloides de prata, reduzindo a tendéncia de agregacédo. Os
fons 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 redugdo com citrato de
sodio, entretanto, produz nanoparticulas com didmetro maior que as sintetizadas com
boroidreto de sodio, alcancando um diametro médio de 40-60 nm, com formatos de

nanohastes ou esferas (Lin et al., 2010).
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Uma investigacdo recente sobre o efeito antimicrobiano das AgNPs revelou que o
mesmo esta relacionado a outros fatores, além da dimensdo, como forma e area de superficie
das nanoparticulas, sendo ainda sensivel a temperatura (Drelich et al., 2011).

As propriedades antibacterianas dos nanomateriais de prata sdo bem aceitas e
documentadas; no entanto, o debate sobre como a forma das nanos influenciam o desempenho
antimicrobiano das mesmas, ainda estd em estudo, uma vez que alguns pesquisadores
relataram que formas anisotrdpicas de particulas de prata, como nanoplacas ou nanoprismas
triangulares, desempenharam um papel fundamental para alcangar uma alta atividade biocida.
Por exemplo, Pal et al. (2007) mostraram que as AgNPs triangulares apresentam melhor
eficiéncia antibacteriana do que as AgNPs esféricas e em forma de haste. Sadeghi et al. (2012)
também descreveram que nanoplacas de prata apresentam maior eficacia antibacteriana em
relacdo a nanoesferas ou nanobastdes de prata. Uma das justificativas apresentadas para a alta
atividade antibacteriana das AgNPs na forma anisotrépica foi o plano basal com facetas (111)
de alta densidade de atomos, que atuam como locais de reatividade maxima (Morones et al.,
2005).

Outros estudos também relataram que as geometrias isotropicas, como as particulas
esféricas, apresentam alta efic&cia antibacteriana (El-Kheshen e El-Rab, 2012; Acosta-Torres
et al., 2012; Agnihotri et al., 2014), devido a grande relagdo superficie/volume (Raza et al.,
2016).

As AgNPs, por possuirem uma razdo de aspecto muito alta, interagem facilmente com
outras nanoparticulas metélicas, aumentando a sua eficacia antibacteriana (Thakkar et al.,
2010). Além disso, essas nanoparticulas tornaram-se uma das mais estudadas e sintetizadas
nesses ultimos anos, devido as suas diversas aplicacfes e custos relativamente baixos de
producéo, tendo sido utilizadas frequentemente na preparacdo de materiais antimicrobianos e
na sintese de novos medicamentos.

As AgNPs tém sido utilizadas para varias finalidades, especialmente como agentes
antimicrobianos, tendo em vista a possibilidade de serem imobilizadas em materiais organicos
e inorganicos (Jones et al., 2008; Rivero, 2011), além de serem empregadas em produtos
téxteis (Dubas et al., 2006), filmes poliméricos para embalagens de alimentos (Loher et al.,
2008), tintas e pigmentos (Kumar et al., 2008), filtros e demais dispositivos para o tratamento
de &gua (Priya et al., 2009; Zhu e Dan, 2010), filtros para tratamento do ar (Yoon et al., 2008),
entre outras. Trabalhos mais recentes sugerem ainda a utilizacdo das AgNPs para a
desinfeccdo da agua (Liu et al., 2014) e o tratamento de efluentes industriais (Chen et al.,
2012; Zarpelon et al., 2016).
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3.4.2. Nanoparticulas de Cobre

O cobre, um dos primeiros metais a ser extraido e utilizado pelo homem, teve uma
contribuicdo vital para sustentar e melhorar a sociedade atual. O potencial antibacteriano do
cobre e do latdo contra agentes patdgenos comuns em agua, como Escherichia coli,
Enterococcus faecalis, Salmonella e Vibriocholerae, tem sido bem documentado (Tandon et
al., 2005; Sharan et al., 2011). Uma das aplicacdes mais recentes inclui o uso do cobre em
superficies frequentemente tocadas, como magcanetas e alcas de latdo, onde suas propriedades
antimicrobianas reduzem a transferéncia de bactérias e doencas (Borkow and Gabbay, 2004;
Dugal e Mascarenhas, 2015).

O cobre é um metal que encontra aplicacdo em catalise (Lakshmi Kantam et al., 2007)
para varias transformacfes quimicas (Wang et al., 2010), na impressdo de circuitos
eletrénicos (Magdassi et al., 2010), como substancia antimicrobiana (Dankovich e Smith,
2014), e em muitos outros campos (Niranjan e Chakraborty, 2012).

A sintese de CuNPs tem atraido um maior interesse por parte dos pesquisadores, em
relacdo a sintese de outras nanoparticulas, devido as suas propriedades e principalmente ao
custo reduzido, se comparado as de prata e de ouro (Han et al., 2006). O cobre, como outros
metais nobres, apresenta condutividade térmica e elétrica elevadas, justificando sua aplicagdo
em sistemas eletrénicos (Kim et al., 2009) e tintas condutoras (Lee et al., 2008). De maneira
analoga a prata, apresenta propriedades antimicrobianas (Cioffi et al., 2005) e esta facilmente
disponivel. Anteriormente, pesquisadores relataram a propriedade antibacteriana de CuNPs
(Theivasanthi e Alagar, 2011; Ramyadevi et al., 2012). Em 2003, Trapalis et al. prepararam
um compdésito de cobre contendo revestimentos finos de silicato (Cu/SiO,) em substratos de
vidro e examinaram a atividade antibacteriana contra Escherichia coli (Trapalis et al., 2003).
Em 2010, Usha et al. incorporaram CuNPs em varios tipos de materiais, como tecidos. Esses
tecidos eram estéreis, podendo ser utilizados em hospitais para inibir ou minimizar a infeccao
por bactérias patogénicas, como Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Aspergillus (Usha
et al., 2010; Dugal e Mascarenhas, 2015).

Existem diferentes métodos para a sintese de CuNPs, incluindo reducéo térmica (Dhas
et al., 1998), sintese de metal-vapor (Vitulli et al., 2002), reducdo quimica (Cheng et al.,
2006), deposicdo de vapor vacuo (Liu e Bando, 2003), métodos de radiagdo (Joshi et al.,
1998), técnicas de microemulsdo (Chen e Wu, 2000), processos de poliol (Park et al., 2007), e
ablacdo a laser (Aye et al., 2010). No entanto, a sintese de CuNPs ¢é relativamente dificil em
relacdo a de outras nanoparticulas metélicas, devido a sua baixa resisténcia a oxidagédo
(Magdassi et al., 2010; Niranjan e Chakraborty, 2012).
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Em relacdo a atividade antimicrobiana, o cobre e seus compostos tém demonstrado
alta capacidade para eliminar uma grande variedade de micro-organismos, incluindo
Vibriocholerae, Shigella, Escherichia coli, Salmonella, fungos, virus, dentre outros (Sudha et
al., 2012). Superficies metélicas contendo cobre tém sido utilizadas para prevenir o
crescimento bacteriano em hospitais (Sudha et al., 2012). Além disso, CuNPs podem ser
incorporadas em materiais fibrosos, onde atuam como um reservatorio de longa duragédo de
ions cobre para melhorar a atividade antimicrobiana e catalitica dos mesmos (Bendi e Imae,
2013; Ben-Sasson et al., 2014). Recentemente, demonstrou-se a aplicacdo das CuNPs para
materiais celuldsicos (Bendi e Imae, 2013) e como uma alternativa mais acessivel, em relacéo
a prata, na purificacdo da agua potavel (Sudha et al., 2012; Dankovich e Smith, 2014).

O cobre, em escala nanométrica, também mostrou ser eficaz na inativacdo de bactérias
em efluentes. Essas nanoparticulas mostraram uma alta atividade bactericida para Escherichia
coli, sendo que os niveis de cobre ficaram abaixo do limite recomendado para esse ion em
agua potavel (1,0 mg/L) (Dankovich e Smith, 2014).

3.5. Filmes com Nanoparticulas Metéalicas para a Desinfeccdo de Efluentes

A 4gua é uma substancia essencial para toda a forma de vida na Terra e um recurso
precioso para a civilizacdo humana. O acesso seguro a agua potével é considerado um dos
objetivos humanitarios mais basicos, e continua sendo um grande desafio global para o século
XXI (Qu et al., 2013).

A contradicdo entre a escassez e 0 aumento do consumo de agua € um grande
problema social e econdmico em muitos paises (Higgins et al., 2002). Nesse sentido, a
implementacdo de politicas publicas para o tratamento basico de agua nas areas mais afetadas
(principalmente nos paises subdesenvolvidos), onde a dgua potavel e a infraestrutura para o
tratamento dos esgotos é muitas vezes inexistente (Qu et al., 2013), deve ser assunto
prioritario.

A demanda cada vez maior por agua, nesses ultimos anos, estad tornando o uso de
recursos hidricos ndo convencionais (como aguas pluviais, agua salobra, aguas residuais e
agua do mar) uma nova rotina, especialmente em regides com historico de escassez. Além
disso, as atuais tecnologias de tratamento de 4gua e esgoto e sua infraestrutura estdo prestes a
atingir o limite para o fornecimento adequado de 4gua com qualidade que possa satisfazer as
necessidades humanas e ambientais (Qu et al., 2013).

A atividade industrial € um dos principais responsaveis pela poluicdo das aguas,

devido a geracao de efluentes com caracteristicas distintas (Ribeiro et al., 2004). Os poluentes
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normalmente encontrados nas aguas e que sdo gerados pelo desenvolvimento industrial
incluem pesticidas, compostos organicos volateis, metais, nitratos, e radionuclideos (Priya et
al., 2009). Além disso, a &gua pode conter muitos micro-organismos causadores de doencas,
tais como bactérias, virus e parasitas, que devem ser removidos ou inativados para a
seguranca das pessoas que irdo, eventualmente, ter contato com essa &gua durante as
operacdes de reutilizacdo. Tendo em vista 0 aumento na producdo de esgoto, a reutilizacdo de
aguas residuais esta se tornando uma necessidade cada vez mais comum, até mesmo como
fonte de agua potéavel (Qu et al., 2012).

Varias técnicas de tratamento sdo utilizadas para esse fim, tais como 0s processos de
oxidacdo avancada (Khue et al., 2014), peroxidacao assistida por radiacao ultravioleta (Vaferi
et al., 2014), ozonizacdo (Szymanska et al., 2014), sistemas de biorreator de membrana (Chen
et al.,, 2012), e cloracdo (Noutsopoulos et al., 2014). Esta ultima é ainda a técnica mais
utilizada para a desinfec¢do da agua, devido ao seu baixo custo, facilidade de utilizacdo e da
ampla gama de produtos que estdo disponiveis (Ma et al., 2013). No entanto, o uso de cloro
pode resultar na formacdo de subprodutos toxicos, tais como trialometanos e &cidos
haloacéticos (Liu et al., 2011), que séo potencialmente carcinogénicos (Kitajima et al., 2014).

Diante desses fatos, a necessidade de inovagdo tecnoldgica para permitir a gestdo
integrada da agua ndo pode ser subestimada. O desenvolvimento de novos métodos e
estratégias para a desinfeccdo e a reutilizacdo da agua residual industrial deve ser capaz de
reduzir ou eliminar os produtos quimicos utilizados, bem como minimizar o desperdicio (Xu
etal., 2011).

A aplicacdo de nanoparticulas no tratamento de &gua é uma area emergente e
nanocatalisadores provaram ter um potencial para a remocado de contaminantes organicos,
desempenhando um papel importante na resolucdo de diversos problemas ambientais e de
poluicdo graves (Chen e Mao, 2007). Durante as ultimas décadas, varias pesquisas
envolvendo a utilizagdo de zeolitas sintéticas e naturais, filmes de polimeros e ions metalicos
(Ag*, Cu?*, Zn*, Hg**, Ti**, Ni**, Co®") como agentes bactericidas para a desinfeccéo da agua
tém sido realizadas (McLean et al., 1993; Feng et al., 2000; Shearer et al., 2000; Ulkuseven et
al., 2002; Chen et al., 2003; Islam et al., 2003; Chohan et al., 2004).

Neste contexto, a Nanotecnologia apresenta um grande potencial para ser utilizada no
tratamento da &gua e de aguas residuais, a fim de melhorar a eficiéncia dos processos de
tratamento, assim como para aumentar o abastecimento através da utilizacdo segura de fontes
de agua ndo convencionais (Qu et al., 2013). Os processos altamente eficientes, modular e
multifuncional ativados por Nanotecnologia, estdo previstos para proporcionar alto
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desempenho, agua a precos mais acessiveis e solucdes de tratamento de aguas residuais que
dependem cada vez menos de grandes infraestruturas (Qu et al., 2013). Além disso, a
utilizacdo da Nanotecnologia no tratamento de agua e de efluentes promete ndo sé superar 0s
principais desafios enfrentados pelas tecnologias de tratamento existentes, mas também
fornecer novas possibilidades de tratamento que poderiam permitir a utilizacdo econémica dos
recursos hidricos ndo convencionais, visando expandir o abastecimento de agua (Qu et al.,
2013).

O potencial da Nanotecnologia na desinfeccdo e no controle microbiano é estudado
por Varios autores e inclui a utilizacdo de nanoparticulas diversas, tais como AgNPs, ZnO,
MgO, TiO,, Ce,0,4, nanotubos de carbono e fulerenos (Li et al., 2008; Sapkal et al., 2012;
Solis-Casados et al.,, 2013). As AgNPs sdo 0s nanomateriais antimicrobianos mais
amplamente utilizados, uma vez que exibem atividade bactericida contra uma vasta gama de
micro-organismos, tais como bactérias, fungos e virus (San e Don, 2013). O mecanismo de
desinfeccdo por AgNPs ocorre por meio da liberacdo de ions prata, que causam danos as
proteinas da membrana e a supresséo da replicacdo do DNA (Qu et al., 2013).

Em geral, as expectativas para aumentar a producéo de agua (potavel e industrial) sdo
boas. Nesse contexto, a Nanotecnologia pode permitir melhorias consideraveis em termos de
qualidade, quando os processos sdo usados para reduzir efetivamente os niveis de
contaminantes relevantes para a agua, mas também abrir uma porta para uma distribuicao
mais ampla de agua de alta qualidade em uma escala global (Amin et al., 2014).

Desde que a qualidade da &gua se tornou uma parte integrante da gestdo ambiental, os
processos de tratamento de &guas residuais sdo destinados a alcancar um efluente de qualidade
aceitavel (Madoni et al., 1996). O principal objetivo do tratamento de aguas residuais é
remover 0 maior numero de agentes causadores de doencas e poluentes quimicos quanto
possivel, a fim de minimizar os riscos para a saude publica (Akpor et al., 2008).

O desenvolvimento de filmes finos com nanoparticulas ou semicondutores, como uma
alternativa ao tratamento de aguas residuais, ja € uma realidade. Na literatura destacam-se
estudos sobre materiais semicondutores fotocataliticos com polimeros, como o TiO, (Priya et
al., 2009; Zhu e Dan, 2010; Solis-Casados et al., 2013) e ZnO (Sapkal et al., 2012) que podem
ser utilizados para remover diversos tipos de contaminantes organicos, que ndo Sao
adequadamente retirados dos efluentes por tecnologias convencionais de tratamento de agua.

A preparacdo de filmes poliméricos com AgNPs também vem sendo abordada em
estudos relacionados ao desenvolvimento de materiais com atividade antimicrobiana. No

entanto, os poucos trabalhos publicados versam basicamente sobre a eficiéncia bactericida
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desses materiais em relacdo a cepas isoladas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
(Dubas et al., 2006; Li et al., 2006). A utilizacdo de filmes com CuNPs para a desinfec¢édo de
efluentes industriais, bem como o uso de filmes poliméricos contendo CuNPs como agentes
bactericidas, ainda néo foi reportada na literatura. A utilizacdo de filmes com AgNPs para a
desinfeccéo de efluentes industriais, por sua vez, somente foi reproduzida em uma publicagédo
propria (Zarpelon et al., 2016). Dessa forma, esse trabalho acaba contribuindo diretamente
para o desenvolvimento de novos materiais e o aperfeicoamento de materiais ja produzidos,
que poderdo ser utilizados para essa finalidade, o que certamente ira contribuir para a gestdo

sustentavel da dgua e sua reutilizacdo de maneira adequada e segura.

3.6. Reticulantes
3.6.1. Glutaraldeido

O glutaraldeido (GA) (Figura 5) é um dialdeido saturado que surgiu como uma
alternativa em substituicdo ao formol, principalmente em tratamentos de beleza, por se tratar

de um reagente quimico menos nocivo (Pepper e Lieberman, 1962).

O O

HJ\/\/U\H

Figura 5. Formula estrutural do glutaraldeido.

Desde a sua descoberta, no inicio da década de 1970, o GA tem sido amplamente
utilizado para a desinfeccédo e esterilizacdo em muitas areas (Gorman et al., 1980). Solucdes
esterelizantes de GA sdo utilizadas em hospitais para desinfetar e limpar equipamentos
sensiveis ao calor, como instrumentos de dialise, instrumentos cirdrgicos, frascos de succéo,
broncoscopios, endoscépios e instrumentos de orelha, nariz e garganta (HSDB, 1996; NIOSH,
2001). Na pesquisa médica, o GA é utilizado de muitas maneiras diferentes: na construcdo de
valvulas cardiacas bioprotéticas (McDade et al., 2013; Naso et al., 2013), na modificacdo de
materiais e tecidos (Gomes et al., 2013; McDade et al., 2013); no campo dentério, foi
utilizado no tratamento de dessensibilizacdo dentéria (Larson, 2013) e para aumentar as
propriedades mecanicas do colageno desmineralizado (Scheffel et al., 2014). Esse reagente
quimico é também utilizado como fixador de tecidos em histologia e como agente de

endurecimento no desenvolvimento de raios X (NIOSH, 2001). E um dos principais
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componentes de detergentes (Emmanuel et al., 2005), além de ser utilizado no curtimento de
couro (Kiernan, 2000).

A atividade esterilizante e desinfetante do GA é influenciada por fatores como pH,
temperatura e concentragdo (Gorman et al., 1980).

O GA foi definido como um agente quimico que, quando utilizado adequadamente,
poderia destruir todas as formas de vida microbiana, incluindo esporos bacterianos aerébios e
anaerobios, fungos, leveduras, algas, bacilos da tuberculose e virus (Borick, 1968; FEI, 2001).
Trabalhos anteriores demonstram que o GA e eficaz contra uma ampla gama de virus
(Stonehill et al., 1963; Borick et al., 1964; Snyder e Cheatle, 1965; Blough, 1966; O'Brien et
al., 1966; Graham e Jaeger, 1968; Shen et al., 1977), além de possuir potencial atividade
antibacteriana (Li et al., 2013) e antifungica (Stonehill et al., 1963).

O GA é também utilizado como agente de reticulacdo convencional, normalmente na
formacdo de redes de polipeptidios e proteinas, devido & reatividade dos grupos aldeidicos
(carbonilas), que prontamente formam bases de Schiff com os grupos amino das proteinas. E
também usado como agente reticulante do poli(alcool vinilico) (Chowdhury et al., 2009) e
alguns polissacarideos, tais como a heparina, o &cido hialurénico e a quitosana (Lin et al.,
2006; Rokhade et al., 2007; Webster et al., 2007; Wei et al., 2008). A reticulacédo da quitosana
com GA a torna mais resistente do ponto de vista fisico, quimico e microbiolégico (Beppu et
al., 1999).

Devido a essa caracteristica, o0 GA foi utilizado neste trabalho como uma ultima

camada de “revestimento”, visando reduzir a solubilidade dos polieletrélitos em meio aquoso.

3.6.2. Enzima Transglutaminase

A enzima transglutaminase (TG) é um agente de polimerizacdo de proteinas que
resulta na formacgdo de ligacGes isopeptidicas entre alimentos, baseados em proteinas que
aumentam suas propriedades. Melhora as propriedades dos produtos alimentares, tais como
firmeza, viscosidade, elasticidade e capacidade de ligacdo a agua (Kieliszek e Misiewicz,
2014). O exame dos efeitos da enzima TG sobre as propriedades dos filmes (mecanica,
permeabilidade ao vapor de agua e solubilidade) foram realizados em alguns estudos, como
em filmes de gelatina-caseina (Chambi e Grosso, 2006), filmes de gelatina (De Carvalho e
Grosso, 2004) e em carne moida para melhorar sua textura (Al-Hassan e Norziah, 2017). A
adicdo de TG as misturas de caseina e proteina resultou na formacdo de proteinas de
reticulacdo e de polimeros de alta massa molar, gerando géis mais fortes entre 22 e
37 °C (Al-Hassan e Norziah, 2017).
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A maioria das enzimas de interesse para modificacdes de proteinas sdo enzimas de
crosslinking covalente e somente a TG estd comumente disponivel para catalisar a formacéo
de ligacBes covalentes entre moléculas de proteina em uma escala comercial (Dickinson,
1997). No entanto, seu uso é ainda pouco explorado e ndo existem na literatura trabalhos que
utilizem essa enzima para alterar propriedades de barreira de microparticulas para liberacéo
controlada (Prata, 2006).
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4. Materiais e Métodos

4.1. Materiais

Os reagentes utilizados nesse trabalho foram o PAA (poli(acido acrilico))
(Mw = 345.000 g/mol, Polysciences), o PAH (poli(hidrocloreto de alilamina))
(Mw = 15.000 g/mol, Sigma-Aldrich), o nitrato de prata (AgNO3, Merck), o boroidreto de
sodio (NaBH,, Merck), o citrato de sodio tribasico dihidratado (NasCsHs0; . 2H,0, Sigma-
Aldrich), o sulfato de hidrazina ((NH,), . H,SO,4 Dinamica), o sulfato de cobre (II)
pentaidratado (CuSO, . 5H,0, Synth), o hidroxido de sédio (NaOH, Merck), o glutaraldeido
(GA, Merck) e a enzima transglutaminase (TG) (Activa YG) fornecida pela Ajinomoto. Além
disso, a agua utilizada na preparacdo de todas as solucdes foi obtida a partir de um sistema
Milli-Q (com resistividade de 18,2 MQ cm) da Millipore.

4.2. Preparacao e Caracterizacdo dos Filmes com AgNPs e CuNPs

Os filmes foram depositados em laminas de vidro para a realizacdo da desinfeccdo do
efluente industrial e para a caracterizagcdo por espectroscopia de absorcdo molecular na regido
do ultravioleta e visivel (UV-Vis) e espectrometria de emissdo Optica com plasma de argdnio
indutivamente acoplado (ICP-OES); em silicio para as analises de espectroscopia de emissdo
Optica por descarga luminescente (GD-OES), microscopia de forca atdmica (AFM),
microscopia eletronica de varredura com emisséo de campo (MEV-FEG) e espectroscopia de

fotoelétrons excitados por raios X (XPS), e em poliestireno para analise de MET.

4.2.1. Limpeza dos Substratos

Os substratos utilizados como suporte para a deposi¢do dos filmes foram inicialmente
esfregados, um a um, com algodao e detergente neutro, sendo posteriormente colocados em
um ultrassom (Unique USC 1400) contendo Extran neutro a 10% (v/v) por 10 min. Em
seguida, os mesmos foram sonificados por 3 min em uma solucdo de NaOH 1,0 mol/L, e
novamente em acetona por mais 10 min. Ao término de cada etapa, os substratos foram
enxaguados abundantemente com &gua destilada. Para a secagem, os mesmos foram

colocados em uma estufa (Nova Etica 420-1D) a 50 °C, por um periodo de 1 h.

4.2.2. Preparacdo dos Filmes Finos
A montagem dos filmes finos foi realizada em um equipamento NanoStracto

Sequence, de acordo com o fluxograma apresentado na Figura 6.
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Inicio
PAH
r 15 min ﬂ
H,0 H,0
2 min 1 min
H,O H,0
1 min 1 min
O 1O
1 min 2 min
PAA
L 15 min J

Figura 6. Fluxograma esquematico da preparacdo dos filmes.

Os substratos de vidro foram inicialmente imersos em uma solugdo aquosa de PAH na
concentracdo de 1,0 x 10 mol/L (baseada na massa molar do mero) durante 15 min sendo,
em seguida, retirados da solucdo e lavados por imersdo em agua deionizada durante 2, 1 e 1
min, consecutivamente. Na sequéncia, os mesmos foram imersos em outra solugdo aquosa de
PAA de mesma concentragdo, durante 15 min, sendo lavados em agua deionizada de maneira
analoga ao que foi descrito anteriormente. Apos a deposi¢cdo do nimero desejado de camadas,
os filmes foram secos a temperatura ambiente.

As multicamadas foram obtidas a partir de solugdes aquosas compostas por
(PAH,/PAA, )21, onde x e 4,0 sdo os valores de pH das solugdes do policétion e do polianion
durante a montagem dos filmes, respectivamente; e 21 é o nimero de camadas. Os filmes
foram preparados para duas combinacGes de experimentos: (PAH;0/PAA40)21 €
(PAHg o/PAA()21.

A Figura 7 mostra a representacdo esquematica de duas camadas alternadas de PAH e
PAA nos filmes desenvolvidos. A primeira e a Gltima camada em cada filme foram de PAH.
A escolha do pH das solucGes e da quantidade de camadas foi realizada com base em
trabalhos anteriores (Machado et al., 2011). Ao término da etapa de preparacdo, os filmes

apresentaram uma area de aproximadamente 14,3 cm?.
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PAH/PAA

Substrato Substrato

(@ (b)

Figura 7. Bicamadas poliméricas: (a) filme (PAH,o/PAA, )21 € (b) filme (PAHg o/PAAL0)21.

4.3. Sintese das Nanoparticulas Metélicas
4.3.1. Sintese das AgNPs e das CuNPs em Meio Aquoso

As AgNPs foram inicialmente sintetizadas em meio aquoso atraves da reducgdo
quimica de ions Ag” por NaBH,, na presenca de Nas;CgHsO- . 2H,0, sob agitacio e ao abrigo
da luz, a 23 °C. Esse procedimento foi realizado com base no método proposto por Jana et al.
(2001). Inicialmente, 250 mL de AgNO; 0,25 mmol/L foram adicionados a 250 mL de
Na3CgsHs07 . 2H,0 0,25 mmol/L por 30 s, sob agitacdo magnética vigorosa. Imediatamente
apo6s a mistura dessas duas solugdes, uma aliquota de 10 mL de NaBH, 1,0 mmol/L foi
adicionada a mistura, e a mesma permaneceu sob agitacdo por mais 1 min. O pH da solucao
contendo as AgNPs é de aproximadamente 6,0.

As CuNPs, por sua vez, foram sintetizadas em meio aquoso através da reacdo entre
fons Cu** e (NH,),.H,SOs, em meio alcalino, e na presenca de PAA como agente
estabilizante, utilizando um banho-maria a 60 °C. Esse procedimento foi realizado com base
no método proposto por Wang e Asefa (2010). Inicialmente, 0,5 mL de CuSO,. 5H,O 100
mmol/L foram adicionados a 0,22 mL de PAA 20% (m/v) por 5 min, sob agitacdo magnética
vigorosa, formando uma solu¢do de coloracdo azulada. Ao término desse periodo, uma
aliquota de 0,7 mL de NaOH 500 mmol/L foi adicionada aos poucos ao meio reacional e
durante 5 min, o que promoveu a mudanca de coloracdo da solucdo para verde. Em seguida,
acrescentou-se 1 mL de (NH,),.H.SO,4 0,23 mmol/L e o sistema permaneceu sob agitacéo por

mais 40 min. O pH da solucdo contendo as CuNPs é de aproximadamente 3,5.
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4.3.2. Sintese das AgNPs e das CuNPs por Irradiacdo no Ultravioleta
Os filmes finos (PAH40/PAA40)21 € (PAHgo/PAA, )21 foram inicialmente imersos
durante 4 h em trés solugbes compostas, respectivamente, por:
(i) 50 mL de AgNO30,2196 mmol/L e 40 mL de Na3;CgHsO7 . 2H,0 0,2745 mmol/L;
(i) 50 mL de CuSO, 5H,0 37,8 mmol/L e 40 mL de NasC¢HsO; . 2H,0
47,25 mmol/L;
(i) 50 mL de CuSO, 5H,0 0,2196 mmol/L e 40 mL de NazC¢HsO; . 2H,0
0,2745 mmol/L.

Em seguida, os mesmos foram removidos e enxaguados por 30 s em agua deionizada,
sendo finalmente irradiados com o auxilio de uma lampada de UV (A = 254 nm) (Ushio Inc.,
UER20-172 V) durante 24 h, visando a formacao das AgNPs e CuNPs.

Os filmes produzidos através da imersdo na solucdo (ii) foram desenvolvidos com o
objetivo de comparar seu efeito bactericida com o dos filmes imersos em solucao coloidal de
cobre, de mesma concentracdo, uma vez que a solucdo de CuNPs ndo manteve sua
estabilidade quando a sua concentracdo era igual a da solucdo de AgNPs. Além disso, a fim
de comparar o efeito bactericida dos filmes contendo AgNPs e CuNPs na mesma
concentracdo, e tendo em vista a possibilidade de alterar a concentragdo da solucédo (i),
também foram preparados os filmes imersos na solugéo (iii).

Apos a realizagdo dos testes microbioldgicos preliminares com os filmes mencionados
acima, foi escolhido (considerando-se os resultados obtidos e a possibilidade de comparagao
com os filmes desenvolvidos no mestrado) um sistema para variar a concentragdo dos sais de
prata e de cobre na solucdo utilizada para a imersdo dos filmes. Dessa foram, os filmes finos
(PAHgo/PAA, )21 foram imersos durante 4 h nas solu¢Bes compostas, respectivamente, por:

(iv) 50 mL de AgN0O30,1098 mmol/L e 40 mL de Na3zCgHsO7 . 2H,0 0,2745 mmol/L;

(v) 50 mL de AgNO30,4392 mmol/L e 40 mL de NazCgHsO7 . 2H,0 0,2745 mmol/L;

(vi) 50 mL de CuSO,. 5H,0 0,1098 mmol/L e 40 mL de NasCgHsO; . 2H,0

0,2745 mmol/L;
(vii)50 mL de CuSOy4. 5H,0 0,4392 mmol/L e 40 mL de NagCeHsO; . 2H,0
0,2745 mmol/L.

Os filmes finos desenvolvidos foram entdo codificados, de acordo com as especificagdes
da Tabela 2.



Tabela 2. Codificacdo das amostras para os filmes (PAH4o/PAA4 ()21 € (PAHg o/ PAAL )21

- ) ) pH do Imerséo por 4h em Imerséo por 4h na solucéo Irradiacéo no Concentracéao do sal
Codificacéo do filme fino
PAH solugéo coloidal do sal/citrato de sodio ultravioleta* (mmol/L)

8/4 - 4 h AgNPs 8,0 AgNPs - - 0,2196
4/4 - luz UV Ag_0.2196 4,0 - AgNO; X 0,2196
8/4 - luz UV Ag_0.2196 8,0 - AgNO; X 0,2196
8/4 - luz UV Ag_0.1098 8,0 - AgNO; X 0,1098
8/4 - luz UV Ag_0.4392 8,0 - AgNO; X 0,4392
8/4 - 4 h CuNPs 8,0 CuNPs - - 37,8
4/4 - luz UV Cu_37.8 4,0 - CuSO,. 5H,0 X 37,8
8/4 - luz UV Cu_37.8 8,0 - CuSOQO,. 5H,0 X 37,8
4/4 - luz UV Cu_0.2196 4,0 - CuSQO,. 5H,0 X 0,2196
8/4 - luz UV Cu_0.2196 8,0 - CuSQO,. 5H,0 X 0,2196
8/4 - luz UV Cu_0.1098 8,0 - CuSO0,. 5H,0 X 0,1098
8/4 - luz UV Cu_0.4392 8,0 - CuSO0,. 5H,0 X 0,4392

Para todos os filmes PAA com pH = 4,0.
* Irradiacdo por 24 h (A = 254 nm).
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4.4. Reticulacdo dos Filmes Finos com Glutaraldeido e Enzima Transglutaminase

Visando minimizar a solubilidade dos filmes finos contendo as AgNPs e as CuNPs, 0s
mesmos foram reticulados com o auxilio de uma solucdo aquosa de GA 2,5% (v/v) por
30 min, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, sendo em seguida enxaguados em agua
deionizada durante 30 s e posteriormente secos por 24 h.

A fim de avaliar a eficiéncia de um agente reticulante enzimatico, realizou-se a
reticulacdo do filme 8/4 - luz UV Ag_0.2196 com a enzima TG. Para tanto, o filme fino
contendo as AgNPs foi imerso em uma solugéo 2,5% (m/v) de enzima por 30 min, sendo em
seguida enxaguado em &gua deionizada por 30 s e colocado para secar por 24 h ao abrigo da

luz.

4.5. Tratamento do Efluente Industrial para Reuso
4.5.1. Desinfecgao do Efluente Industrial com os Filmes Finos

A avaliacdo da eficiéncia bactericida, frente a um efluente industrial para reuso, foi
realizada com os filmes finos (PAHgo/PAA, )21 imersos em solugdo de AgNPs e CuNPs por
4 h, e com os filmes (PAH;0/PAA4 )21 € (PAHgo/PAA, ()21 imersos durante 4 h em solucdes
de AgNO;3 e CuSO, . 5H,0 contendo NazCgHs0; . 2H,0 e expostos a radiacdo UV (254 nm)
durante 24 h, todos reticulados com GA. A eficiéncia bactericida dos filmes finos
(PAH,40/PAA, )21 imersos em solucdo de AgNPs e CuNPs por 4 h ndo foi avaliada, pois em
trabalho anterior (Zarpelon, 2013) verificou-se uma menor incorporacdo de AgNPs, em
relacdo aos filmes finos com pHs de polieletrélitos distintos, e auséncia de atividade
bactericida. Os filmes finos testados foram codificados de acordo com as especificagfes da
Tabela 2.

Realizou-se ainda a avaliagdo bactericida do filme (PAHgo/PAA40)21 imerso durante
4 h em solucdo de AgNO3; e CuSO, . 5H,0 (0,2196 mmol/L) contendo NazCsHsO7 . 2H,0
(0,2745 mmol/L), exposto a radiacdo UV (254 nm) durante 24 h e reticulado com a enzima
TG.

No ensaio, os substratos de vidro contendo esses filmes foram inicialmente colocados
em Erlenmeyers de 500 mL (um por frasco). Em seguida, os mesmos foram recobertos com
250 mL de um efluente industrial. Os parametros fisico-quimicos do efluente industrial ndo
foram disponibilizados, tendo em vista que ndo houve descarte pela empresa nos dias em que
foi feita a coleta para a realizagdo dos testes deste trabalho. Na sequéncia, os Erlenmeyers
foram agitados em um shaker refrigerado NT 715, a 180 rpm por intervalos de tempo de 30,

120 e 360 min. Ao término desse procedimento, as amostras de efluente industrial foram
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acondicionadas em frascos @mbar, previamente sanitizados e esterilizados, e encaminhados ao
Laboratorio de Analise e Pesquisa em Alimentos (LAPA) para a contagem de coliformes
totais. Para fins de comparacgéo, a contagem de micro-organismos foi igualmente realizada no

efluente industrial antes da desinfecgéo.

4.5.2. Contagem de Coliformes Totais no Efluente Industrial apds a Desinfec¢ao

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

Esse método consiste na inoculacdo de 1,0 mL do efluente industrial sobre um
Petrifilm™ da 3M que posteriormente é incubado em uma estufa para cultura bacteriolégica,
a 35 °C e por 24 h. O Petrifilm™ contém nutrientes do meio Vermelho Violeta Bile (VRB),
um agente geleificante solivel em agua fria, um indicador de atividade glicuronidasica e um
indicador tetrazélico que facilita a enumeracdo da colbnia. A maioria das bactérias
Escherichia coli (cerca de 97%) possui B-glicuronidase que forma um precipitado azul
associado a col6nia. O intervalo contavel para esses micro-organismos nesse método é de 15 a
150. As placas sao hidratadas com a amostra, e agentes de geleificacdo causam a solidificacdo
do meio. Um gas é formado como resultado da fermentacdo da lactose por bactérias
coliformes (incluindo a Escherichia coli). As colbnias 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

coldnias vermelhas indica coliformes confirmados.

Figura 8. Imagem do Petrifilm™ utilizado no ensaio de contagem de coliformes totais. Col6nias

vermelhas: coliformes totais. Coldnias azuis: Escherichia coli.
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Para fins de interpretacdo, todas as col6nias azuis associadas com gas sao contadas
como Escherichia coli e col6nias vermelhas com gas sdo consideradas coliformes totais. A

contagem final de coliformes totais € a soma de colnias vermelhas e azuis (com gas).

4.5.3. Quantificacdo de Prata e Cobre no Efluente Industrial e nos Filmes Finos

A prata e o cobre lixiviados durante o tratamento do efluente industrial por 120 min
com os filmes 8/4 - luz UV Ag_0.1098, 8/4 - luz UV Ag_0.2196, 8/4 - luz UV Ag_0.4392,
8/4 - luz UV_Cu 0.1098, 8/4 - luz UV Cu_0.2196 e 8/4 - luz UV Cu_0.4392 foram
quantificados por meio da técnica de espectrometria de emissdo Optica com plasma de argénio
indutivamente acoplado (ICP-OES), utilizando um espectrometro de emissdo Optica com
plasma de argdnio indutivamente acoplado ICP-OES ICAP série 7200-duo da THERMO
SCIENTIFIC do Laboratorio de Analises e Pesquisas Ambientais (LAPAM) da Universidade
de Caxias do Sul. O método empregado foi 0 3120B, descrito no Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (SMEWW) 222 edi¢do (Standard, 2012). O limite de
deteccdo do equipamento para Ag é de 0,0027 mg/L, enquanto que para o Cu é de
0,0009 mg/L.

A quantificagdo de prata e cobre presentes nos filmes 8/4 - luz UV Ag_0.1098,
8/4 - luz UV Ag 0.2196, 8/4 - luz UV Ag 0.4392, 8/4 - luz UV Cu_0.1098,
8/4 - luz UV Cu_0.2196 e 8/4 - luz UV Cu_0.4392, anteriormente ao tratamento do efluente,
foi igualmente realizada. Para tanto, efetuou-se a dissolucdo desses filmes em HNO;
65% (v/v) por 3 h.

4.6. Caracterizagéo dos Filmes Finos com AgNPs e CuNPs

Os filmes 8/4 - luz UV Ag_0.1098, 8/4 - luz UV Ag_0.2196, 8/4 - luz UV Ag_0.4392,
8/4 - luz UV Cu_0.1098, 8/4 - luz UV Cu_0.2196 e 8/4 - luz UV Cu_0.4392, todos
reticulados com GA, foram caracterizados por meio das técnicas de espectroscopia de
absorcdo molecular na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis), espectroscopia de emissao
Optica por descarga luminescente (GD-OES), microscopia de forca atbmica (AFM) e
microscopia eletronica de transmissdo (MET). Para a caracterizacdo por microscopia
eletrénica de varredura com emissdo de campo (MEV-FEG), além dos filmes citados acima,
foi analisado também o filme (PAHgo/PAA4p): Sem incorporacdo de nanoparticulas e
reticulado com GA.

A analise das ligacdes quimicas foi realizada por meio da técnica de espectroscopia de

fotoelétrons excitados por raios X (XPS) apenas nos filmes 8/4 - luz UV Ag_0.2196 e
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8/4 - luz UV Cu_0.2196 (ambos reticulados com GA),e nos filmes (PAHgo/PAA, ()1 Sem
incorporacdo de nanoparticulas e sem reticulacdo e (PAHgo/PAA40)21 Sem incorporagdo de

nanoparticulas e reticulado com GA.

4.6.1. MEV-FEG

A secdo transversal dos filmes nanoestruturados foi investigada utilizando-se um
microscopio eletrénico de varredura por emissdo de campo (MEV-FEG) da marca TESCAN
modelo MIRA 3, do Laboratério Central de Microscopia Prof. Israel Baumvol da
Universidade de Caxias do Sul. Para a obtencdo das micrografias das amostras, 0s ensaios
foram realizados com tensdo de aceleragdo de 15 kV, utilizando-se detectores de elétrons

secundario e retroespalhados.

4.6.2. MET

Essa técnica foi utilizada para avaliar a distribuicdo e o tamanho das AgNPs e CuNPs
nos filmes automontados de PAH/PAA.

As amostras foram inicialmente embutidas em resina epdxi e curadas em uma estufa a
60 °C, por um periodo de 24 h. As mesmas foram trimadas com uma faca de vidro e, em
seguida, seccOes transversais ultrafinas foram obtidas usando uma navalha de diamante
Diatome com 45°, & temperatura ambiente. As seccBes ultrafinas de cerca de 80 nm de
espessura foram coletadas e imediatamente depositadas sobre grids de cobre (200 mesh).

A preparacao dos filmes para a analise de MET foi realizada no Centro de Tecnologias
Estratégicas do Nordeste (CETENE), enquanto que a analise e aquisicdo das imagens foi
realizada em um microscopio eletronico de transmissdo FEI Tecnai Spirit Biotwin G2 no
Instituto Aggeu Magalhdes (FIOCRUZ) no Recife (PE) e em um microscopio eletronico de
transmissdo JEM 1200 ExIl no Centro de Microscopia de Microanalise (CMM) da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) em Porto Alegre (RS), ambos com
tensdo de aceleracdo de 80 kV.

4.6.3. UV-Vis

Os filmes finos reticulados com GA e contendo as AgNPs e CuNPs foram analisados
em um espectrofotometro Thermo Scientific Evolution 60 na faixa de comprimento de onda
situada entre 200 e 800 nm. O branco da analise consistiu no registro de um espectro, nas
mesmas condic¢des, de um substrato de vidro contendo apenas os filmes finos reticulados com
GA.
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A caracterizagcdo por UV-Vis foi a andlise preliminar utilizada para identificar a

formacéo e incorporacdo das AgNPs e CuNPs nos filmes finos desenvolvidos.

4.6.4. GD-OES

A analise de espectroscopia de emissdo Optica por descarga luminescente (GD-OES)
foi utilizada para verificar a presenca de Ag e Cu nos filmes. A anélise permite identificar em
profundidade todos os elementos quimicos que constituem o material.

As medidas foram realizadas em um equipamento Horiba GD Profiler 2 do
Laboratério de Caracterizacdo de Superficies em Nanoescala (Lacasune) da Universidade de
Caxias do Sul. Anteriormente a andlise das amostras, o equipamento foi calibrado com
aluminio. A cada nova medida foi efetuada a limpeza do anodo do equipamento, e o tempo de

ensaio para cada amostra foi de 30 s.

4.6.5. AFM

As andlises de microscopia de forca atbmica (AFM) foram realizadas com o objetivo
de investigar a morfologia da superficie e a rugosidade dos filmes finos. As medidas foram
realizadas com um microscopio SPM 9700 Shimadzu, no modo “tapping mode” (modo ndo
contato) do Laboratério Central de Microscopia Prof. Israel Baumvol da Universidade de
Caxias do Sul. Na medida foi utilizada uma ponta de prova de silicio recoberta com
aluminio com uma frequéncia de oscilacdo de 190 kHz. A area de varredura foi de 0-10
um? com constante de forca de 48 N/m e altura da ponta de 17+2 pm.

Para calculo da rugosidade foi utilizado o software Gwyddion, versdo 2.48. A
rugosidade média (Ra) foi medida em quatro areas diferentes, com cut-off de 0,05. O valor
medido foi tomado como a média de um minimo de quatro medidas e o erro foi tomado como

0 desvio padrdo da média das medidas.

4.6.6. XPS

A composicdo quimica da superficie e a energia de ligacdo das amostras foram
analisadas por espectroscopia de elétrons excitados por raios X (XPS). Para tanto, foi
utilizado um equipamento da marca VG CLAM4 com analisador hemisférico e fonte de raios
X de Mg Ka (hv=1253,6 e¢V) da Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro
(PUC-RIO0). Os espectros foram simulados com o software CasaXPS.


http://www.puc-rio.br/
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5. Resultados e Discussdes

5.1. Tratamento do Efluente Industrial para Reuso
5.1.1. Desinfecgéo do Efluente Industrial com os Filmes Finos

O teste inicial de desinfeccdo do efluente industrial foi realizado utilizando-se 0s
filmes 8/4 - 4 h AgNPs, 8/4 - 4 h CuNPs, 4/4 - luz UV Ag_0.2196, 8/4 - luz UV Ag_0.2196,
4/4 - luz UV Cu_37.8, 8/4 - luz UV Cu_37.8, 4/4 - luz UV Cu_0.2196 e 8/4 - luz UV
Cu_0.2196, todos reticulados com GA.

A Tabela 3 apresenta os percentuais de reducdo dos coliformes totais no efluente
industrial apos o tratamento com cada um dos filmes citados anteriormente. Analisando-se 0s
dados obtidos, verifica-se que cinco dos oito filmes desenvolvidos neste trabalho
apresentaram excelentes propriedades bactericidas, com inibicdo superior a 76%. O filme
8/4 - luz UV Ag_0.2196 inibiu 100% dos coliformes presentes na amostra inicial (efluente
sem tratamento), enquanto os filmes 8/4 - 4h AgNPs, 4/4 - luz UV Ag_0.2196, 4/4 - luz UV
Cu_0.2196 e 8/4 - luz UV Cu_0.2196 eliminaram 76,9%, 99,2%, 99,1% e 91,2%,

respectivamente, dos coliformes totais.

Tabela 3. Percentuais de redugdo dos coliformes totais no efluente industrial apés 360 min de

tratamento com os filmes finos.

Teste Reducéo de coliformes totais em relacéo ao efluente bruto (%)
8/4 — 4 h AgNPs 76,9
4/4 -luz UV Ag _0.2196 99,2
8/4 - luz UV Ag_0.2196 100
8/4 - 4 h CuNPs 14,3
4/4 - luz UV Cu_37.8 25,4
8/4 - luz UV Cu_37.8 0,0
4/4 - luz UV Cu_0.2196 99,1
8/4 - luz UV Cu_0.2196 91,2

Ainda de acordo com os dados apresentados na Tabela 3, € possivel observar que para
as mesmas condicOes de preparacdo, porém com concentracdes diferentes de sal, os filmes
4/4 - luz UV Ag 0.2196, 8/4 - luz UV Ag 0.2196, 4/4 - luz UV Cu 378 e

8/4 - luz UV Cu_37.8 apresentaram percentuais de reducéo de coliformes totais bem distintos.
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Para os dois filmes preparados com a solugcdo de nitrato de prata (4/4 - luz UV Ag_0.2196 e
8/4 - luz UV Ag_0.2196), obteve-se uma reducdo quase que completa dos coliformes totais,
enguanto que para os dois filmes preparados com sulfato de cobre (I) pentaidratado (4/4 - luz
UV Cu_37.8 e 8/4 - luz UV Cu_37.8), 0 primeiro apresentou um percentual de remocéo de
aproximadamente 25%, enquanto o segundo exibiu apenas um efeito bacteriostatico (Tamayo
et al., 2014), sem eliminar bactérias, mas impedindo que as mesmas se proliferassem.

Além disso, para as mesmas condi¢cOes de preparacao, inclusive mesma concentracdo
de sal, os filmes 4/4 - luz UV Ag_0.2196, 8/4 - luz UV Ag_0.2196, 4/4 - luz UV Cu_0.2196 e
8/4 - luz UV Cu_0.2196 apresentaram percentuais de reducdo de coliformes totais muito
semelhantes e satisfatdrios. Embora neste estudo tenha-se obtido uma redugéo superior a 90%
de coliformes totais utilizando-se filmes com CuNPs (especificamente no caso dos filmes 4/4
- luz UV Cu_0.2196 e 8/4 - luz UV Cu_0.2196), verificou-se que as AgNPs apresentaram um
efeito mais letal, conforme j& foi relatado na literatura (Zain et al., 2014).

A comparacdo entre 0s percentuais de remocgdo de coliformes totais utilizando os
filmes com CuNPs, e que foram sintetizadas por meio da radiagdo UV, mostra claramente que
houve uma melhora consideravel na atividade bactericida daqueles sistemas que foram
produzidos com concentracBes menores de sulfato de cobre (II) pentaidratado. Esse fato se
deve, provavelmente, ao menor tamanho das CuNPs nesses filmes, quando comparado as
nanoparticulas dos filmes que foram imersos em solucdo de sulfato de cobre (II) com citrato
de sodio (cerca de 170 vezes mais concentrada).

Com base nesses resultados preliminares, observou-se que os filmes preparados por
meio da reducgéo na luz UV, tanto de AgNPs quanto CuNPs, foram mais eficientes em termos
de inibicdo quando comparados aos filmes em que as nanoparticulas metélicas foram
incorporadas por meio da imersdo em solucdo. Além disso, a obtencdo de nanoparticulas
através da irradiacdo na luz UV revelou-se um método mais facil e seguro em comparacao as
obtidas em solucdo, uma vez que pelo segundo método, além de envolver uma série de
reagentes na preparacdo, é necessario o controle de muitas varidveis (como temperatura
ambiente e da solucdo, concentracdo, e tempo), dada a facilidade de oxidacdo das AgNPs e
CuNPs em solucao.

A continuidade do trabalho se deu com foco na variacdo da quantidade de prata e de
cobre nos filmes, a fim de avaliar a influéncia da concentragdo do sal precursor na atividade
bactericida dos mesmos. Dessa forma, inicialmente, realizou-se o teste de desinfeccdo atraves
da imersdo dos filmes 8/4 - luz UV Ag_0.1098, 8/4 - luz UV Ag_0.2196, 8/4 - luz UV
Ag_0.4392, 8/4 - luz UV Cu_0.1098, 8/4 - luz UV Cu_0.2196 e 8/4 - luz UV Cu_0.4392,
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todos reticulados com GA, por 360 min no efluente industrial. Os resultados obtidos

encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4. Percentuais de redugdo dos coliformes totais no efluente industrial ap6s 360 min de

tratamento com os filmes finos.

Teste Reducéo de coliformes totais em relacéo ao efluente bruto (%)
8/4 - luz UV Ag_0.1098 100+ 1,0
8/4 - luz UV Ag_0.2196 100
8/4 - luz UV Ag_0.4392 100+ 1,5
8/4 - luz UV Cu_0.1098 99+1,0
8/4 - luz UV Cu_0.2196 91,2
8/4 - luz UV Cu_0.4392 95+2,0

Comparando-se os resultados da Tabela 4, observam-se percentuais de inibicdo muito
semelhantes para todos os filmes, tanto para aqueles com diferentes concentragfes do mesmo
sal, quanto para aqueles com sais diferentes. De modo geral, a inibi¢do foi praticamente total,
a excecdo do filme 8/4 - luz UV Cu_0.2196, ndo sendo possivel chegar a uma conclusdo clara
quanto a influéncia da concentracdo de prata e cobre na inibicdo dos coliformes totais ap6s
360 min de tratamento. Assim, optou-se por realizar esse teste em tempos menores (30 e
120 min, respectivamente). A escolha desses tempos baseou-se em estudos anteriores
(Zarpelon, 2013), onde foram observadas as maiores variagdes nos percentuais de inibicdo
dos coliformes totais.

Analisando os resultados da Tabela 5, verifica-se que para o tratamento do efluente
industrial com os filmes de menor concentragéo, tanto de prata como de cobre, a inibicdo em
termos de coliformes totais aumenta em funcdo do aumento do tempo. De maneira geral, os
resultados demonstram que os filmes com AgNPs sdo mais letais aos coliformes totais do que
os filmes com CuNPs, conforme ja mencionado anteriormente.

Apds 120 min, observa-se que a inibigdo de coliformes totais diminui com o aumento
da concentracdo de sal, tanto para os filmes com prata, como para aqueles com cobre. Isso se
deve ao fato de que 0 aumento na concentra¢do produz nanoparticulas com tamanhos maiores,
conforme foi verificado nas analises de MEV-FEG e TEM que serdo discutidas
posteriormente nas se¢des 5.2.1.e 5.2.2., respectivamente. Ainda, de acordo com a literatura, o
efeito bactericida das nanoparticulas é dependente de seu tamanho (Ruparelia et al., 2008).
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Tabela 5. Percentuais de reducdo dos coliformes totais no efluente industrial ap6és 30 e

120 min de tratamento com os filmes finos.

Tempo de tratamento  Redugcéo de coliformes totais em

Teste
(min) relacéo ao efluente bruto (%)
8/4 - luz UV Ag_0.1098 30 61,4
8/4 - luz UV Ag_0.1098 120 65,1
8/4 - luz UV Ag_0.2196 30 38,6
8/4 - luz UV Ag_0.2196 120 56,6
8/4 - luz UV Ag_0.4392 30 44,6
8/4 - luz UV Ag_0.4392 120 44,6
8/4 - luz UV Cu_0.1098 30 50,6
8/4 - luz UV Cu_0.1098 120 56,6
8/4 - luz UV Cu_0.2196 30 49,4
8/4 - luz UV Cu_0.2196 120 49,4
8/4 - luz UV Cu_0.4392 30 39,8
8/4 - luz UV Cu_0.4392 120 26,5

Comparando-se 0s percentuais de inibicdo da Tabela 5 e os valores de concentragdo
de prata lixiviados para o efluente industrial apés 120 min de tratamento (Tabela 7), é
possivel constatar que, apesar do filme que apresenta a maior concentracdo de prata ter
liberado a maior quantidade desse metal para 0 meio, 0 mesmo apresentou a menor inibicéo
dentre os filmes de prata testados. Ja para os filmes com CuNPs, verifica-se o efeito contrario:
o filme com menor concentracdo de sal, liberou a menor quantidade de cobre; no entanto,
apresentou o maior percentual de inibigcdo. Esses resultados sdo corroborados pela literatura,
uma vez que estudos (Morones et al., 2005; Ruparelia et al., 2008) relatam que o tamanho das
nanoparticulas metalicas acaba por se sobressair em relacdo a quantidade de ions liberados em
solucdo, quando se trata de sua atividade bactericida. Esse fato se deve ao tamanho reduzido e
a alta relagdo superficie/volume, que permite a interacdo das nanoparticulas de forma mais
efetiva com as membranas microbianas, causando a morte dos micro-organismos (Ruparelia
et al., 2008).

Os resultados mostram ainda indicios de que o aumento no tempo de tratamento,

aumenta o percentual de inibigdo dos coliformes totais para todos os filmes. Para o filme de



o7

cobre na concentracdo 0,4392 mmol/L, pode-se afirmar que ocorreu um erro na analise, pois
em 360 min a inibicdo foi de aproximadamente 95%.

O teste com os filmes 8/4 - luz UV Ag_0.2196, reticulados com a enzima TG e 0 GA,
foi igualmente realizado com um efluente industrial durante os tempos de tratamento de 5,
120 e 360 min. Os percentuais de remogéo de E. coli em relagdo ao efluente bruto (ndo tratado

com o filme) encontram-se sumarizados na Tabela 6.

Tabela 6. Percentuais de reducéo da E. coli no efluente industrial apds 5, 120 e 360 min de
tratamento com os filmes 8/4 - luz UV Ag_0.2196 reticulados com a enzima TG e 0 GA.

T d : x
empo de Reducéo de E. coli em relagéo ao
Teste tratamento
. efluente bruto (%)
(min)
enzima TG GA
8/4 - luz UV Ag_0.2196 S 0,0 22,8
8/4 - luz UV Ag_0.2196 120 31,4 43,3
8/4 - luz UV Ag_0.2196 360 28,6 48,7

Analisando-se os resultados do filme 8/4 - luz UV Ag_0.2196 reticulado com a enzima
TG, é possivel observar que ap6s 5 min de tratamento ocorreu apenas um efeito
bacteriostatico (Tamayo et al., 2014), ou seja, ndo houve a reducgdo da bactéria E. coli, mas
também ndo aconteceu a proliferacdo da mesma. Apos 120 min, verifica-se uma reducédo de
31,4% na contagem, enquanto que apdés 360 min o percentual foi de 28,6%, podendo esta
diferenca estar relacionada ao erro experimental do teste e/ou a contagem do micro-
organismo. Ja para o filme 8/4 - luz UV Ag_0.2196 reticulado com o GA, observa-se que 0
percentual de reducdo de E. coli, aumenta com o aumento do tempo de tratamento, conforme
ja verificado para o esse mesmo filme, na inibicdo dos coliformes totais (Tabela 5).

Comparando-se os resultados de inibicdo da E. coli para o filme 8/4 - luz UV
Ag_0.2196 reticulado com GA e com a enzima TG, observa-se que o filme recoberto com o
reticulante sintético apresenta eficiéncia bactericida superior em relagdo ao filme reticulado

com a enzima, confirmando a ja conhecida eficiéncia bactericida do GA.

5.1.2. Quantificacdo de Prata e Cobre no Efluente Industrial e nos Filmes Finos
A quantificagdo de prata e cobre no efluente industrial bruto, no efluente industrial

apos o tratamento por 120 min com os filmes 8/4 - luz UV Ag_0.1098, 8/4 - luz UV
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Ag_0.2196, 8/4 - luz UV Ag_0.4392, 8/4 - luz UV Cu_0.1098, 8/4 - luz UV Cu_0.2196 e
8/4 - luz UV Cu_0.4392, e desses mesmos filmes antes da utilizacdo nesses testes, foi
realizada por ICP-OES e os resultados encontram-se na Tabela 7.

A quantificacdo de prata e cobre total presentes nos filmes anteriormente ao
tratamento do efluente industrial foi realizada para verificar o percentual de metais lixiviados
para o efluente industrial ap6s o tratamento por 120 min, bem como para avaliar a
possibilidade de reutilizacdo desses filmes em novos tratamentos de desinfeccao.

Analisando-se os resultados da Tabela 7 e levando-se em consideracdo os filmes de
prata e cobre preparados da menor para a maior concentracdo de sal, verifica-se que apos
120 min de tratamento, apenas 13%, 3% e 18% da prata total e em torno de 18%, 7% e 13%
do cobre total presente nos filmes foi liberado para o meio, 0 que sugere uma possivel
reutilizacdo desses materiais em novos ciclos de descontaminacdo. Como pode ser observado,
o efluente bruto possui uma concentracdo de prata inferior ao limite de deteccdo do método e

0,0128 mg/L de cobre em sua composigéo.

Tabela 7. Concentracdo de prata e cobre no efluente industrial, apés o tratamento por

120 min, e nos filmes ndo utilizados.

Filme Quantidade de prata Quantidade de cobre
(mg/L) (mg/L)
Efluente bruto <LD.** 0,0128
8/4 - luz UV Ag_0.1098 N.U.* 0,041 -
8/4 - luz UV Ag_0.1098 120min 0,0054 -
8/4 - luz UV Ag_0.2196N.U.* 0,139 -
8/4 - luz UV Ag_0.2196120min 0,0037 -
8/4 - luz UV Ag_0.4392 N.U.* 0,047 -
8/4 - luz UV Ag_0.4392 120min 0,0083 -
8/4 - luz UV Cu_0.1098 N.U.* - 0,067
8/4 - luz UV Cu_0.1098 120min - 0,0117
8/4 - luz UV Cu_0.2196 N.U.* - 0,375
8/4 - luz UV Cu_0.2196 120min - 0,027
8/4 - luz UV Cu_0.4392 N.U.* - 0,205
8/4 - luz UV Cu_0.4392 120min - 0,026

*N.U.: ndo utilizado
** L.D.: limite de detec¢do do método
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A quantidade maxima de prata e cobre permitida por lei em efluentes para reuso é de
0,1 mg/L e 1,0 mg/L, respectivamente (Brasil, 2011). Dessa forma, a maior quantidade de
prata e cobre liberados durante o tratamento do efluente industrial por 120 min foi
proveniente dos filmes 8/4 - luz UV Ag_0.4392 (0,0083 mg/L) e 8/4 - luz UV Cu_0.2196
(0,027 mg/L), o que representa apenas 8,3% e 2,7% da quantidade méxima desses metais

permitida pela legislacao brasileira, respectivamente.

5.2. Caracterizacdo dos Filmes Finos com AgNPs e CuNPs
5.2.1. MEV-FEG

A anélise morfologica da secdo transversal dos filmes 8/4 - luz UV Ag_0.1098,
8/4 - luz UV Ag_0.2196, 8/4 - luz UV Ag_0.4392, 8/4 - luz UV Cu_0.1098, 8/4 - luz UV
Cu_0.2196,8/4 - luz UV Cu_0.4392 e do filme (PAHgo/PAA,p)21, Sem incorporagdo de
nanoparticulas e reticulado com GA, foi realizada através da técnica de microscopia eletrénica
de varredura com emissédo de campo (MEV-FEG).

O filme preparado com a menor concentracdo de sal de prata (0,1098 mmol/L)
(Figura 9) apresenta a menor quantidade de AgNPs, sendo que as nanoparticulas encontram-
se alocadas preferencialmente no interior do filme, apresentando formato esférico e tamanho
médio de 50 a 100 nm. Além disso, as imagens de MEV-FEG revelaram igualmente a
presenca de alguns aglomerados.

Filme

polimérico

1<

Aglomerado

SEM HV: 20.0 kv WOD: 4.87 mm MIRA3 TESCAN  SEM HV: 20.0 kV WD: 4.87 mm MIRA3 TESCA!
SEM MAG: 100 kx Det: InBeam BE 500 nm SEM MAG: 50.0 kx Det: InBeam BE 1um

View field: 2.77 ym  Date(m/dly): 08/04/17 LCMicro | UCS View field: 5.54 ym | Date(m/dly): 08/04/17 LCMicro | UCS

Figura 9. Imagens de MEV-FEG do filme 8/4 - luz UV Ag_0.1098.
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Possivelmente, nas camadas mais superficiais do filme também estejam alocadas
outras nanoparticulas, porém com tamanhos bem menores, e que ndao puderam ser observadas
por conta da limitacdo dessa técnica, 0 que o contribuiu para a diminuicdo da rugosidade
desse filme, conforme foi constatado na caracterizagdo por AFM que sera discutida
posteriormente (Secédo 5.2.4., Tabela 9).

As imagens de MEV-FEG do filme preparado com a concentracdo intermediaria de sal
de prata (0,2196 mmol/L) (Figuras 10 (a) e (b)) mostram que foi nesse sistema que ocorreu a
maior formacdo de AgNPs. O tamanho das nanoparticulas também variou de 50 a 100 nm
(Figura 10 (b)), estando a maioria delas alocada na superficie do filme. Além disso, nota-se a
presenca de varias nanoparticulas no interior do filme, distribuidas de forma aleatoria. Por
fim, as imagens de MEV-FEG revelaram igualmente a presenca de um numero maior de
aglomerados, com diferentes tamanhos e formas irregulares, e que as AgNPs apresentam
formato predominante esférico.

Filme
polimérico

SEM HV: 15.0 kV WOD: 4.97 mm L MIRA3 TESCAN  SEM HV: 15.0 KV WD: 4.98 mm L | MIRA3 TESCAN
SEM MAG: 50.0 kx Det: InBeam BE 1pum SEM MAG: 50.0 kx Det: InBeam BE
View field: 5.54 ym  Date(m/dly): 07/19/17 LCMicro | UCS View field: 5.54 ym  Date(m/dly): 07/19/17 LCMicro | UCS

Figura 10. (a) Imagens de MEV-FEG do filme 8/4 - luz UV Ag_0.2196 (continua na pagina

seguinte).
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SEM HV: 15.0 kV WD: 4.99 mm | MIRA3 TESCAN

SEM MAG: 100 kx Det: InBeam BE, InBeam
View field: 2.77 ym Date(m/dly): 07/19/17 LCMicro | UCS

Figura 10. Continuacdo. (b) Detalhe de (a) para visualizacdo do tamanho das AgNPs.

Uma variagdo maior no tamanho das AgNPs é observada nas imagens de MEV-FEG
dos filmes com maior concentragédo de sal de prata (0,4392 mmol/L) (Figura 11). Em geral,
observa-se que quanto mais proximo a superficie do filme encontram-se as nanoparticulas,
maior € seu didmetro. As imagens evidenciaram, nesse caso, AgNPs com mais de 600 nm,
enquanto que no interior do filme o tamanho médio foi de aproximadamente 100 nm. A
quantidade de AgNPs formadas é intermediaria a dos demais filmes contendo prata, sendo em
sua maioria de formato esférico. Também foi possivel visualizar alguns aglomerados,

principalmente na superficie do filme.
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Filme
polimérico

SEM HV: 15.0 KV WD: 5.02 mm MIRA3 TESCAN  SEM HV: 15.0 kV WD: 4.96 mm MIRA3 TESCAN
SEM MAG: 20.0 kx Det: InBeam BE SEM MAG: 100.0kx  Det: InBeam BE 500 nm
View field: 13.8 yum | Date(m/d/y): 07/25/17 | LCMicro | UCS View field: 2.77 ym _ Date(m/d/y): 07/05/17 LCMicro | UCS

Figura 11. Imagens de MEV-FEG do filme 8/4 - luz UV Ag_0.4392.

Em geral, os resultados obtidos por MEV-FEG para os filmes com AgNPs séo
corroborados pelas analises de ICP-OES (Secédo 5.1.2.), onde se verificou que o filme que foi
preparado com uma concentracdo de sal de 0,2196 mmol/L foi o que apresentou a maior
quantidade de prata, seguido pelos filmes preparados nas concentracdes de 0,4392 mmol/L e
0,1098 mmol/L, respectivamente. De acordo com esses resultados, foi possivel ainda
constatar que a concentracdo de 0,2196 mmol/L é a mais adequada para a formag&o de AgNPs
nos filmes desenvolvidos. Na concentragdo de 0,1098 mmol/L, a quantidade de ions Ag” é
reduzida e poucas interaces ocorrem entre esses ions e 0s grupos acidos livres das
multicamadas. J4 na concentracdo de 0,4392 mmol/L, a quantidade de ifons Ag" é
relativamente alta, o que implica numa maior repulsdo entre 0os mesmos e as camadas do
policétion, e consequentemente na reducdo da quantidade de AgNPs formadas.

Comportamento semelhante aos filmes contendo prata foi observado para os filmes
preparados com as trés concentrac@es de sal de cobre; no entanto, a visualizacdo das CuNPs é
praticamente imperceptivel, devido possivelmente a oxidacdo das mesmas, uma vez que 6xido
de cobre (II) foi observado nas analises de XPS (Sec¢édo 5.2.6., Figura 29).

O filme 8/4 - luz UV Cu_0.2196 é o que apresenta a maior quantidade de CuNPs e/ou
oxido de cobre (Il) (Figura 13), seguido dos filmes 8/4 - luz UV Cu_0.4392 (Figura 14) e
8/4 - luz UV Cu_0.1098 (Figura 12), respectivamente. De maneira analoga aos filmes
contendo prata, as analises de MEV-FEG sdo corroboradas pelas analises de ICP-OES, que
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foram utilizadas neste trabalho para quantificar o cobre total presente nos filmes, antes de sua

utilizacdo no tratamento do efluente industrial.

Filme

polimérico

S
&

SEM HV: 15.0 kV ‘ WD: 4.96 mm MIRA3 TESCAN SEM HV: 15.0 kV WD: 4.86 mm MIRAZ TESCAN

SEM MAG: 10.0 kx Det: InBeam 5um SEM MAG: 50.0 kx Det: InBeam 1um
View field: 27.7 ym | Date(m/d/y): 06/23/17 LCMicro | UCS View field: 5.54 pm  Date(m/dly): 06/23/17 LCMicro | UCS

Figura 12. Imagens de MEV-FEG do filme 8/4 - luz UV Cu_0.1098.

SEM HV: 15.0 kv | WD: 4.87 mm MIRA3 TESCAN SEM HV: 15.0 kV | WD: 4.87 mm MIRA3 TESCA
SEM MAG: 100 kx Det: InBeam BE 500 nm SEM MAG: 50.0 kx Det: InBeam BE 1um
View field: 2.77 ym  Date(m/dly): 08/04/17 LCMicro | UCS View field: 5.54 pym | Date(m/dly): 08/04/17 LCMicro | UCS

Figura 13. Imagens de MEV-FEG do filme 8/4 - luz UV Cu_0.2196.
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Filme
polimérico

SEM HV: 15.0 kV WD: 2.8 mm MIRA3 TESCAN SEM HV: 15.0 kV WO: 2.98 mm MIRA3 TESCA
SEM MAG: 50.0 kx Det: InBeam BE 1 pm SEM MAG: 100 kx Det: InBeam BE 500 nm
View field: 5.54 ym  Date(m/dly): 07/19/17 LCMicro | UCS View field: 2.77 ym  Date(m/dly): 07/19/17 LCMicro | UCS

Figura 14. Imagens de MEV-FEG do filme 8/4 - luz UV Cu_0.4392.

A reducdo da rugosidade do filme ap06s a incorporacdo do sal de cobre na menor
concentracdo indica que, assim como no filme de prata com menor concentracdo, as CuNPs
e/ou as particulas de éxido de cobre (1) podem ser de tamanhos bem inferiores as que sdo
visualizadas nas imagens de MEV-FEG, estando inseridas entre as multicamadas superficiais
do filme.

A espessura dos filmes contendo prata e cobre, preparados nas diferentes
concentracOes de sal, além do filme polimérico sem incorporacdo de nanoparticulas, e todos
reticulados com GA, foi igualmente medida através das imagens de MEV-FEG.

A Figura 15 mostra a morfologia do filme (PAHgo/PAA40)21, Sem a incorporagéo de
nanoparticulas e reticulado com GA. A imagem de MEV-FEG revela que o filme ndo ¢
uniforme, apresentando diferentes espessuras em pontos distintos. No ponto em que o filme
esta mais alto, 0 mesmo apresenta uma espessura de aproximadamente 870 nm, engquanto que

na regido de menor altura a espessura é de pouco mais de 500 nm.
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Filme
polimérico

SEM HV: 15.0 kV MIRA3 TESCA
SEM MAG: 100 kx Det: SE 500 nm

View field: 2.77 pm  Date{m/d/y): 09/05/17 LCMicro | UCS

Figura 15. Imagem de MEV-FEG do filme (PAHgo/PAA, )1, Sem incorporacdo de nanoparticulas e

reticulado com GA.

Analisando e comparando-se as espessuras dos filmes contendo prata e cobre, observa-
se que para as trés concentracdes de sal, os filmes com prata sdo mais espessos que os filmes
com cobre (Figura 16). Isso se deve provavelmente ao fato de que os &tomos de cobre ao
estabelecerem ligagdes com atomos de oxigénio do PAA propiciem uma maior migracao dos
mesmos para o interior do filme, fato que ndo se observa com a prata, onde ocorrem apenas
ligacOes entre &tomos de prata. Dessa forma, as AgNPs se concentram em maior quantidade
na superficie dos filmes, enquanto as de cobre migram mais para o interior do filme.

A comparacéo entre os filmes contendo AgNPs mostra que o sistema preparado com a
concentracdo de 0,2196 mmol/L é o mais fino de todos, apresentando uma espessura de
316 nm, seguido pelos filmes obtidos nas concentragc6es de 0,1098 mmol/L e 0,4392 mmol/L
que apresentam espessuras de 372 nm e 468 nm, respectivamente. Esse resultado se deve ao
tamanho das nanoparticulas, bem como a localizagcdo das mesmas nos filmes. O mesmo
comportamento foi observado para os filmes contendo CuNPs, sendo o sistema preparado
com a concentracao de 0,4392 mmol/L o mais espesso (301 nm), seguido pelos filmes obtidos
nas concentragdes de 0,1098 mmol/L (214 nm) e 0,2196 mmol/L (178 nm), respectivamente.
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8/4 - Luz UV Ag_0.1098 (@) 8/4-Luz UV Cu 0.1098

372 nm

SEM HV: 15.0 kV WD: §.96 mm MIRA3 TESCAN  SEM HV: 15.0 kV WD: 4.96 mm MIRA3 TESCAN
SEM MAG: 100 kx Det: InBeam 500 nm SEM MAG: 100.0 kx Det: InBeam 500 nm
View fleld: 2.77 ym | Date(m/d/y): 06/21/17 LCMicro | UCS View fleld: 2.77 ym | Date(m/d/y): 06/23/17 LCMicro | UCS

8/4-Luz UV Ag 0.2196 (¢) 8/4-LuzUV Cu 0.2196 (d)

SEM HV: 15.0 kV WD: 3.97 mm MIRA3 TESCAN  SEM HV: 15.0 kV WD: 4.96 mm MIRA3 TESCAN
SEM MAG: 100 kx Det: InBeam 500 nm SEM MAG: 100.0 kx Det: InBeam 500 nm
View fleld: 2.77 um | Date(m/dly): 06/23/17 LCMicro | UCS View fleld: 2.77 ym | Date(m/dly): 07/05/17 LCMicro | UCS

8/4 - Luz UV Ag 0.4392 (e) 8/4 - Luz UV Cu_0.4392 H

SEM HV: 15.0 kV WD: 4.956 mm MIRA3 TESCAN  SEM HV: 15.0 kv WD: 5.95 mm MIRA3 TESCAN
SEM MAG: 100.0 kx Det: InBeam 500 nm SEM MAG: 100.0 kx Det: InBeam 500 nm
View fleld: 2.77 um | Date(m/dly): 07/05/17 LCMicro | UCS View fleld: 2.77 um | Date(m/dJy): 08/23/17 LCMicro | UCS

Figura 16. Imagens de MEV-FEG dos filmes: (a) 8/4 - luz UV Ag_0.1098, (b) 8/4 - luz UV
Cu_0.1098, (c) 8/4 - luz UV Ag_0.2196, (d) 8/4 - luz UV Cu_0.2196, (e) 8/4 - luz UV Ag_0.4392 e
(f) 8/4 - luz UV Cu_0.4392.




67

A reducdo na espessura dos filmes, apds a incorporacdo das nanoparticulas, tanto de
cobre quanto de prata, se deve a solubilidade dos polieletrdlitos quando imersos nas solucées
dos sais contendo citrato de sédio, formdo que enfatiza a importancia da reticulacdo dos
mesmos, em funcdo de uma possivel reutilizacdo desses materiais em outros ciclos de

descontaminagéo.

5.2.2. MET

A Figura 17 mostra as imagens das AgNPs do filme 8/4 - luz UV Ag_0.1098,
reticulado com GA, onde se observam além das nanoparticulas de tamanhos entre 50 e
100 nm, visualizadas anteriormente nas imagens de MEV-FEG (Figura 9), nanoparticulas

com tamanhos menores (de 10 a 30 nm). As AgNPs apresentam-se tanto dispersas quanto em

aglomerados, sendo o formato predominantemente esférico.

Aglomerados

100 nm

Figura 17. Imagens de MET do filme 8/4 - luz UV Ag_0.1098.

O filme 8/4 - luz UV Ag_0.2196, reticulado com GA apresenta igualmente
nanoparticulas com formato predominantemente esférico, tanto dispersas como aglomeradas

(Figura 18), com tamanhos variando de 40 a 100 nm.



68

Figura 18. Imagens de MET do filme 8/4 - luz UV Ag_0.2196.

As imagens da Figura 19 apresentam as AgNPs do filme 8/4 - luz UV Ag_0.4392,
onde é possivel observar que as mesmas sdo predominantemente esféricas, estando
distribuidas e/ou aglomeradas no filme e com tamanhos variando entre 50 e 250 nm.
Conforme ja havia sido observado nas imagens de MEV-FEG, esse foi o filme, dentre todos
os de prata analisados, em que as nanoparticulas apresentaram a maior variagdo em termos de
tamanho, bem como as maiores nanoparticulas.

Figura 19. Imagens de MET do filme 8/4 - luz UV Ag_0.4392.



69

Na Figura 20 encontram-se as imagens de TEM para o filme obtido com concentragdo

de sal de cobre de 0,1098 mmol/L, onde sdo observadas nanoparticulas com formato esférico,

distribuidas de forma aleatéria no filme, estando algumas agrupadas. Nesse filme foi

observada a menor variacdo entre os tamanhos das nanoparticulas, sendo que a maioria

apresentou um didmetro entre 10 e 20 nm. Além disso, foi possivel também identificar

algumas nanoparticulas com tamanhos inferiores a 10 nm.

Aglomerados de
nanoparticulas com
tamanho inferior a 10 nm

100 nm

100 nm

Figura 20. Imagens de MET do filme 8/4 - luz UV Cu_0.1098.

As imagens de MET para o filme 8/4 - luz UV Cu_0.2196 (Figura 21) mostram a

presenca de CuNPs e/ou oxido de cobre (I1) aglomeradas, com tamanho variando entre 80 e

170 nm e formato esférico.

o

Figura 21. Imagens de MET do filme 8/4 - luz UV Cu_0.2196.
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A Figura 22 mostra a imagem de MET do filme 8/4 - luz UV Cu_0.4392, onde séo

observados aglomerados com menos nanoparticulas do que os visualizados no filme 8/4 - luz

UV Cu_0.2196, porém com nanoparticulas mais uniformes e de formato esférico, e com

menor variagdo de tamanho (de 90 a 125 nm).

Figura 22. Imagens de MET do filme 8/4 - luz UV Cu_0.4392.

A Tabela 8 sumariza as varia¢Oes observadas nas imagens de MET para o tamanho

médio das AgNPs e CuNPs, evidenciando que o aumento na concentracdo dos sais aumenta o

diametro médio das nanoparticulas incorporadas aos filmes finos.

Tabela 8. Variacao do tamanho médio das AgNPs e CuNPs visualizadas nos filmes por MET.

Filme

Tamanho nanoparticulas (nm)

8/4 - luz UV Ag_0.1098
8/4 - luz UV Ag_0.2196
8/4 - luz UV Ag_0.4392
8/4 - luz UV Cu_0.1098
8/4 - luz UV Cu_0.2196
8/4 - luz UV Cu_0.4392

10-100
40-100
50-250
10-20
80-170
90-125
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Finalmente, a analise morfoldgica mostrou que os resultados obtidos por ambas as
técnicas microscopicas (MEV-FEG e MET) se correlacionam muito bem entre si, sendo
possivel visualizar por MET nanoparticulas menores, especialmente nos filmes de menor

concentracéo de sal (0,1098 mmol/L), que ndo foram visualizadas nas imagens de MEV-FEG.

5.2.3. UV-Vis

As Figuras 23 e 24 apresentam o0s espectros UV-Vis dos filmes contendo prata e
cobre obtidos nas diferentes concentragdes de sais.

De acordo com a literatura, espectros UV-Vis podem fornecer informagdes
importantes a respeito do tamanho e da geometria das nanoparticulas estudadas (Pal et al.,
2007). Geralmente, uma banda em torno de 400-450 nm indica a presenca de AgNPs de
formato esférico (Noguez, 2007). Os espectros UV-Vis das CuNPs, por outro lado,
apresentam geralmente uma banda na regido compreendida entre 500 e 600 nm (Wang et al.,
2010), sendo seu formato, dentre outros fatores, dependente da concentracdo do agente
estabilizante utilizado na sintese (Wang e Asefa, 2010).

Os espectros UV-Vis dos filmes 8/4 - luz UV Ag_0.1098, 8/4 - luz UV Ag_0.2196,
8/4 - luz UV Ag_0.4392, todos reticulados com GA (Figura 23), mostram uma Unica banda
por volta de 450 nm, o que indica a presenca de AgNPs com geometria esférica, conforme
verificado nas caracterizagOes por MEV-FEG e MET, nesses materiais (Revina et al., 2001;
Pal et al., 2007).

0,16
—8/4 - luz UV Ag_0.1098
— 8/4 - luz UV Ag_0.2196
—8/4 - luz UV Ag_0.4392
0,12 -
<
3 008
24
<
0,04 -
0,00

350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

A (nm)
Figura 23. Espectros UV-Vis dos filmes 8/4 - luz UV Ag_0.1098, 8/4 - luz UV Ag_0.2196 e
8/4 - luz UV Ag_0.4392.
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J& os espectros UV-Vis dos filmes 8/4 - luz UV Cu_0.1098, 8/4 - luz UV Cu_0.2196 e
8/4 - luz UV Cu_0.4392, todos reticulados com GA (Figura 24), mostram uma Unica banda
centrada em aproximadamente 320 nm, o que indica, segundo a literatura (Rahman et al.,
2009), a formacdo de nanoparticulas de 6xido de cobre (I1). Esses espectros ndo apresentam
bandas caracteristicas de CuNPs, sugerindo que nesses filmes tenha ocorrida majoritariamente

a formacdao de nanoparticulas de 6xido de cobre (I1).

0,40
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Figura 24. Espectros UV-Vis dos filmes 8/4 - luz UV Cu_0.1098, 8/4 - luz UV Cu_0.2196 e 8/4 - luz

UV Cu_0.4392.

Comparando os espectros dos filmes 8/4 - luz UV Ag_0.1098, 8/4 - luz UV
Ag 0.2196, 8/4 - luz UV Ag_0.4392 entre si (Figura 23), observa-se que quanto maior a
concentracdo de sal de prata no filme, maior a intensidade da banda plasmdnica associadas as
AgNPs formadas. Esse fato parece estar relacionado a quantidade de prata incorporada,
podendo ainda ter relacdo com o tamanho, o formato e o estado de aglomeracdo das AgNPs
nos filmes, bem como com a distribuicdo das mesmas nas diversas camadas do filme, tendo
em vista que as propriedades Opticas das nanoparticulas sdo sensiveis a todas essas
propriedades (Tomaszewska et al., 2013). O mesmo comportamento é observado para 0s
filmes de cobre (Figura 24). Wang e colaboradores (2002) observaram que quanto maior o
tamanho das AgNPs, maior ¢ a intensidade da banda plasmonica, o que é corroborado pelos

resultados observados na caracterizagdo por MEV-FEG.
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5.2.4. GD-OES

Os resultados das anélises de GD-OES dos filmes desenvolvidos nesse trabalho
encontram-se nas Figuras 25 e 26.

As Figuras 25 (a), (b) e (c) evidenciam os perfis de prata e do filme polimérico para
os sistemas 8/4 - luz UV Ag_0.1098, 8/4 - luz UV Ag_0.2196 e 8/4 - luz UV Ag_0.4392,
atestando que houve a incorporacdo de AgNPs nesses materiais. De forma analoga, as
Figuras 26 (a), (b) e (c), onde séo apresentados os perfis de cobre e do filme polimérico para
0s sistemas 8/4 - luz UV Cu_0.1098, 8/4 - luz UV Cu_0.2196 e 8/4 - luz UV Cu_0.4392,
comprovam igualmente que ocorreu a incorporacgao de cobre nos filmes finos analisados.

Nas Figuras 25 (a) e (b), o filme polimérico pode ser visualizado entre as espessuras
de 50 a 650 nm, sendo que a partir de 372 nm e 316 nm, respectivamente, ocorre a
identificacdo do substrato de silicio e a tensdo do filme polimérico diminui. Ao analisar a
Figura 25 (c), pode-se verificar que o filme polimérico aparece no intervalo de espessuras de
70 a 900 nm, momento em que o silicio (substrato utilizado na deposi¢do do filme) surge,
evidenciando que a partir desta profundidade ndo ha mais filme polimérico, restando apenas o
substrato. A partir de 468 nm, ocorre 0 reconhecimento do substrato de silicio, reduzindo
substancialmente a intensidade do filme polimérico.

Nas Figuras 26 (a), (b) e (c), o filme polimérico pode ser visualizado nas espessuras
entre 40-550 nm, 65-600 nm e 90-700 nm, respectivamente, sendo que a partir de 214 nm,
178 nm e 301 nm, ocorre a identificacdo do substrato de silicio e a tensdo do filme polimérico
diminui. Dessa forma, comparando-se as Figuras 25 (a), (b) e (c) e 26 (a), (b) e (c), pode-se
concluir que os filmes contendo prata s&o mais espessos em relacdo aos filmes com cobre, 0
que é corroborado pela analise de MEV-FEG.

Com relacdo a camada de prata presente nos filmes nas diferentes concentracdes de
sal, a Figura 25 (d) mostra que para todos os sistemas a presenca de prata é maior na
superficie do material e vai diminuindo em concentracdo, a medida que a profundidade
aumenta. Para o filme preparado com a concentracdo intermediaria de sal, verifica-se que a
intensidade de tensdo da prata apresenta valores superiores as demais concentraces,
fornecendo indicios qualitativos de que no filme 8/4 - luz UV Ag_0.2196 ha uma maior
quantidade de prata em relacdo aos demais filmes. Para os filmes 8/4 - luz UV Ag_0.1098 e
8/4 - luz UV Ag_0.4392, por sua vez, verifica-se intensidades semelhantes de tenséo. Essas
evidéncias sdo corroboradas pelas analises de ICP-OES e MEV-FEG, discutidas

anteriormente.
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A camada de cobre nos filmes pode ser observada na Figura 26 (d), onde foi
constatado que ha uma maior distribuicdo das CuNPs dentro do filme polimérico.
Quantitativamente, os perfis sugerem que no filme com maior concentracdo de cobre (8/4 -
luz UV Cu_0.4392) ocorreu uma maior incorporacdo de nanoparticulas. J& para os filmes 8/4
- luz UV Cu_0.2196 e 8/4 - luz UV Cu_0.1098 verifica-se intensidades semelhantes de

tenséo.

5.2.5. AFM

A Figura 27 apresenta as imagens de AFM do substrato de silicio (sem deposicédo de
filme), do filme (PAHgo/PAA,0)21 (antes da incorporacdo das AgNPs e CuNPs, sem
reticulacdo) e dos filmes 8/4 - luz UV Ag_0.1098, 8/4 - luz UV Cu_0.1098, 8/4 - luz UV
Ag_0.2196, 8/4 - luz UV Cu_0.2196, 8/4 - luz UV Ag_0.4392 e 8/4 - luz UV Cu_0.4392,
todos reticulados com GA. Nessas imagens, as regides com cores frias (azul, ciano e verde)
correspondem aos “vales” ou depressdes das amostras. Quanto mais quente se torna a cor da
regido (amarelo, laranja e vermelho), maior € a altura do ponto observado, sendo que o ponto
que apresenta a cor quente e mais intensa (vermelho) em cada imagem corresponde ao

maximo na escala do eixo z.
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Figura 27. Imagens de AFM: (a) substrato de silicio, (b) filme (PAHgo/PAA,),1 Sem nanoparticulas e
reticulagdo, (c) filme 8/4 - luz UV Ag_0.1098, (d) filme 8/4 - luz UV Cu_0.1098, (e) filme 8/4 - luz
UV Ag_0.2196, (f) filme 8/4 - luz UV Cu_0.2196, (g) filme 8/4 - luz UV Ag_0.4392 e (h) filme 8/4 -

luz UV Cu_0.4392.
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Na Tabela 9 sdo apresentados os valores de rugosidade, calculados a partir das
imagens de AFM. O valor encontrado para a rugosidade do substrato de silicio corrobora com
o valor apresentado na literatura (IEEE, 1996). No geral, todas as amostras apresentaram
baixos valores para esse parametro, variando de 0,320 nm para o filme 8/4 - luz UV
Ag_0.1098 até 1,070 nm para o filme 8/4 - luz UV Cu_0.4392.

Tabela 9. Rugosidades calculadas a partir das imagens de AFM.

Teste Rugosidade (nm)
Silicio 0,097 + 0,043
Filme PAH/PAA 0,430 + 0,085
8/4 - luz UV Ag_0.1098 0,320+ 0,120
8/4 - luz UV Ag_0.2196 0,720 £ 0,210
8/4 - luz UV Ag_0.4392 0,460 = 0,225
8/4 - luz UV Cu_0.1098 0,340 £ 0,130
8/4 - luz UV Cu_0.2196 0,690 + 0,095
8/4 - luz UV Cu_0.4392 1,070 £ 0,160

Além disso, comparando-se o filme (PAHgo/PAA40)2,1 com os filmes 8/4 - luz UV
Ag_0.1098 e 8/4 - luz UV Cu_0.1098, observa-se um maior grau de rugosidade do filme sem
a presenca de nanoparticulas. Esse comportamento se deve a conformacdo enovelada das
cadeias dos polieletrolitos nessa condicdo de pH, o que permite uma melhor incorporacdo das
AgNPs e CuNPs que, devido ao seu tamanho reduzido, se alocam preferencialmente nas

depressdes existentes, provocando o decréscimo da rugosidade dos mesmaos.

5.2.6. XPS

Os espectros de alta resolucdo foram obtidos na regido correspondente a energia de
ligacdo das camadas 3d da prata, 2p do cobre, 1s do carbono, 1s do oxigénio e 1s do
nitrogénio.

A Figura 28 apresenta 0 espectro de alta resolugdo na faixa de energia dos
fotoelétrons da prata para o filme 8/4 - luz UV Ag_0.2196, onde sdo identificados dois picos
que estdo correlacionados as ligagdes Ag-Ag na linha espectral 3d°? e Ag-Ag na linha
espectral 3d*?, respectivamente. Esses resultados revelam que os atomos de prata se ligam
apenas entre si, ndo aparecendo nenhuma ligagdo com qualquer outro elemento quimico,

evidenciando dessa forma a formacdo de prata metalica no filme.
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Figura 28. Espectro de alta resolugdo na faixa de energia dos fotoelétrons da prata do filme 8/4 - luz
UV Ag_0.2196.

J& no espectro do filme 8/4 - luz UV Cu_0.2196 (Figura 29) sdo identificados dois
picos que estdo correlacionados as ligacdes CuO e Cu-Cu na linha espectral 2p'?
respectivamente. Dessa forma, verifica-se que os atomos de cobre, além de se ligarem entre
si, também se unem a 4tomos de oxigénio, formando, além de cobre metalico, nanoparticulas

de oxido de cobre (I1) no filme.
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Figura 29. Espectros de alta resolugéo na faixa de energia dos fotoelétrons do cobre do filme 8/4 - luz

UV Cu_0.2196.
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Analisando-se e comparando a curva da ligacdo C-C, apresentada nos espectros na
faixa de energia dos fotoelétrons do carbono (Figura 30), de todos os filmes analisados por
XPS, € possivel observar que os filmes reticulados com GA (Figuras
30 (b), (c) e (d)) apresentaram um deslocamento horizontal em relacdo a curva simulada, fato
que ndo € observado para o filme sem reticulacdo (Figura 30 (a)). Observa-se ainda uma
reducdo da intensidade de tais picos para os filmes reticulados com GA, em relagdo ao filme
sem reticulacdo. JA comparando os picos C-N/C-O dos filmes reticulados com GA e do filme
sem reticulacdo observa-se uma reducdo de, aproximadamente, metade da intensidade do
referido pico no espectro do filme sem reticulagdo, em comparagdo aos demais analisados,
todos reticulados com GA.

Avaliando-se os espectros na faixa de energia dos fotoelétrons do oxigénio dos quatros
filmes avaliados por XPS, observa-se uma reducdo da intensidade do pico correspondente a
ligagdo -C-O/O-H/H,0O e um aumento da intensidade do pico correspondente a SiO, ou H,0,
quando € realizada a reticulagdo do filme sem nanoparticulas (Figuras 31 (a) e (b)). Para os
filmes 8/4 - luz UV Ag_0.2196 e 8/4 - luz UV Cu_0.2196, visualiza-se a ndo incidéncia do
pico SiO, ou H,0, quando da incorporacdo de AgNPs e CuNPs, respectivamente (Figuras 31
(c) e (d)). Observa-se ainda que o pico referente a ligacdo -C-O/O-H/H,0 se sobrepde a curva
simulada em ambos os filmes.

Os espectros na faixa de energia dos fotoelétrons do nitrogénio mostram a reducédo de
intensidade do pico correspondente a NH," para todos os filmes reticulados com GA (Figuras
32 (b), (c) e (d)), em comparacédo ao filme sem reticulacdo (Figura 32 (a)). O espectro do
filme 8/4 - luz UV Cu_0.2196, diferentemente dos demais filmes analisados, ndo apresenta o

pico NHs" e exibe um pico que corresponde a ligagdo Cu-N (Figura 32 (c)).
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Figura 30. Espectros de alta resolugdo na faixa de energia dos fotoelétrons do carbono para os filmes: (a) (PAHgo/PAA,p),1 sem reticulagdo,
(b) (PAHgo/PAA, )2 reticulado com GA, (c) 8/4 - luz UV Cu_0.2196 e (d) 8/4 - luz UV Ag_0.2196.
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Figura 31. Espectros de alta resolucdo na faixa de energia dos fotoelétrons do oxigénio para os filmes: (a) (PAHgo/PAA,0)1 sem reticulagéo,
(b) (PAHgo/PAA,),; reticulado com GA, (c) 8/4 - luz UV Cu_0.2196 e (d) 8/4 - luz UV Ag_0.2196.
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Figura 32. Espectros de alta resolucdo na faixa de energia dos fotoelétrons do nitrogénio para os filmes: (a) (PAHgo/PAA,p),; sem reticulacéo,
(b) (PAHgo/PAA, )2 reticulado com GA, (c) 8/4 - luz UV Cu_0.2196 e (d) 8/4 - luz UV Ag_0.2196.
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A composicdo quimica de cada filme analisado por XPS (Tabela 10) mostra
resultados quantitativos de cada elemento presente na amostra. Observa-se que para o filme
de prata a composicédo de Ag é de 0,9, enquanto que no filme de cobre a composicdo de Cu é
de 0,3. Esses resultados indicam que ha uma maior concentracdo de prata do que de cobre nos

filmes desenvolvidos.

Tabela 10. Composicao dos elementos quimicos presentes nos filmes.

Amostra Composicao (% atdomico)
. _ C=726
Filme sem reticulagéo N=53
0=221
. . C=692
Filme reticulado N =88
0=220
C=730
N =43
8/4 - luz UV Ag_0.2196 0=207
Ag=0,9
Si=11
C=69.3
N=7,0
8/4 - luz UV Cu_0.2196 0=232
Cu=0,3
Si=0,2

Ponderando as diferencas apresentadas nos espectros na faixa de energia dos
fotoelétrons do oxigénio, do nitrogénio e do carbono dos filmes retiformes e do filme sem o

reticulante, ha indicativos de que ocorreu a reticula¢do dos filmes com o GA.
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6. Conclusdo

Neste trabalho foram produzidos e caracterizados filmes automontados de
poli(hidrocloreto de alilamina) (PAH) e poli(acido acrilico) (PAA) com nanoparticulas de
prata (AgNPs) e de cobre (CuNPs), visando o desenvolvimento de novos materiais que
pudessem ser utilizados como agentes bactericidas no tratamento terciario de efluentes
industriais para reuso.

A caracterizacdo dos filmes por ICP-OES, MEV-FEG, MET, UV-Vis, GD-OES e XPS
comprovaram a incorporacdo de AgNPs nos filmes de prata e de CuNPs e de nanoparticulas
de 6xido de cobre (I1) nos filmes com cobre, com formato predominantemente esférico para
ambos os metais. A caracterizagdo realizada também evidencia a relagdo entre a concentragdo
do sal e a variacdo no tamanho das nanoparticulas. Em geral, quanto menor a concentracédo
dos sais metalicos, menor o tamanho das AgNPs e CuNPs.

A andlise por AFM confirmou que todos os filmes desenvolvidos apresentam baixa
rugosidade, sendo esta afetada pelo tamanho e localizacdo das nanoparticulas obtidas nas
diferentes concentracdes dos sais metalicos.

Os filmes com incorporacdo de prata e cobre através do método em que as
nanoparticulas foram sintetizadas pela irradiacdo direta dos filmes finos de PAH/PAA com
luz ultravioleta, apresentaram maior atividade inibitoria, superior a 90%, em comparacao aos
filmes em que a incorporagdo das nanoparticulas ocorreu pelo método da reducdo de sais de
prata e de cobre (I1I) em meio aquoso, que inibiu 76,9% dos coliformes totais para o filme com
prata e apenas 14,3% para o filme com cobre.

De maneira geral, praticamente todos os filmes desenvolvidos neste trabalho
apresentaram atividade bactericida frente aos coliformes totais presentes em um efluente
industrial para reuso. No entanto, os filmes com menor concentracdo do sal de prata e cobre
(0,2098 mmol/L) mostraram-se mais eficientes, em termos de inibicdo, em tempos reduzidos
de tratamento do efluente (30 e 120 min). Além disso, os filmes com AgNPs apresentaram
maior eficiéncia, em média 5% mais inibicdo, ap6s 360 min de tratamento, quando
comparados aos filmes contendo CuNPs. Além disso, o filme recoberto com o reticulante
sintético (GA) apresentou eficiéncia bactericida superior em relacdo ao filme revestido com a
enzima TG.

A caracterizacdo por ICP-OES apresentou resultados de lixiviagdo dos metais que
evidenciam a possibilidade de reutilizagdo dos filmes finos de prata e cobre desenvolvidos em

novos ciclos de descontaminacéo.
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Por fim, dentre todos os sistemas avaliados, o filme 8/4 - luz UV Ag_0.1098 foi aquele
gue apresentou a maior atividade bactericida, nos diferentes tempos do tratamento terciario do
efluente industrial para reuso, tendo em vista que na menor concentracdo de nitrato de prata
(0,098 mmol/L) sintetiza-se as AgNPs de menor diametro, ou seja, a relacéo
superficie/volume é maior, permitindo a interagdo das nanoparticulas de forma mais efetiva

com as membranas microbianas, causando a morte dos micro-organismos.
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