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RESUMO

O tratamento terciario de efluentes industriais, através do uso de nanoparticulas de
prata (AgNPs) ancoradas em matrizes poliméricas, € uma alternativa bastante
promissora em relacdo as técnicas convencionais para a eliminacdo de micro-
organismos, visando a melhoria da qualidade final desses efluentes. Neste contexto
foram preparadas microesferas de quitosana contendo AgNPs por meio de um
planejamento experimental do tipo 23, com o0 objetivo de obter o material com a maior
atividade bactericida para sua posterior aplicacdo na desinfeccdo de um efluente
industrial. As AgNPs foram inicialmente sintetizadas mediante a reducdo quimica de
ions prata, utilizando o citrato de sédio e o boroidreto de s6dio como estabilizante e
redutor, respectivamente, sendo posteriormente caracterizadas por meio da técnica
de espectroscopia de absorcdo na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis). As
microesferas de quitosana, por sua vez, foram preparadas a partir da dissolucdo de
quitosana em acido acético, com a adicdo das AgNPs e do agente reticulante, e
posterior gotejamento em NaOH 1,5 mol L1. O planejamento experimental consistiu
de 11 experimentos, onde foram variados a concentracéo de acido acético (de 0,25 a
0,75 mol L), o volume de glutaraldeido (de 30,0 a 60,0 uL) e o percentual de AgNPs
no material (de 10 a 30%). A atividade bactericida do material foi avaliada por meio do
teste de difusdo em agar com dois tipos de micro-organismos (Escherichia coli e
Staphylococcus aureus), onde obteve-se a medida do halo de inibicdo para cada uma
delas, utilizada como varidvel resposta do planejamento experimental. As
microesferas que apresentaram a maior atividade bactericida foram entdo utilizadas
na desinfeccdo de um efluente industrial, onde foi observado o percentual de
inativacéo de coliformes totais e bactérias Escherichia coli para diferentes tempos de
contato, além da quantidade de prata lixiviada para o efluente por meio da técnica de
espectrometria de emisséo optica com plasma acoplado indutivamente (ICP-OES). O
material também foi submetido a diversas técnicas de caracteriza¢do, incluindo a
difracdo de raios X (DRX), a espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier (FT-IR), e a termogravimetria (TGA). Os resultados revelaram que as
microesferas com maior atividade bactericida (preparadas com &cido acético 0,75 mol
L1, 60,0 uL de glutaraldeido e 30% de AgNPs) reduziram 47% dos coliformes totais e
100% das bactérias E. coli do efluente industrial testado ao final de 3 h de tratamento.
A quantidade de prata lixiviada para o efluente foi menor que o limite de deteccéao do
método para todos os ensaios, estando abaixo do limite maximo permitido para
descarte por leis estaduais e nacionais. Por fim, foi possivel concluir que o material
apresentou alta atividade bactericida para ser utilizado como auxiliar no tratamento
terciario de efluentes industriais, além da baixa contaminag&o do meio reacional.

Palavras-chave: Nanoparticulas de prata, Glutaraldeido, Quitosana, Tratamento
Terciario, Efluentes Industriais.



ABSTRACT

The tertiary treatment of industrial wastewater, through the use of silver nanopatrticles
(AgNPs) anchored in polymeric matrixes, is a promising alternative when compared to
conventional techniques of removal of microorganisms, in pursuance of a high quality
of these effluents. In this sense, chitosan beads containing AgNPs were prepared
according to a 22 experimental design, in order to obtain the material with the highest
antibacterial activity and their subsequent application for the disinfection of industrial
wastewater. The AgNPs were initially synthetized by chemical reduction of Ag* ions,
using sodium citrate and sodium borohydride as stabilizing agent and reducer,
respectively, being characterized afterwards by means of ultraviolet and visible (UV-
Vis) absorption spectroscopy. The chitosan beads were prepared by dissolution of
chitosan in acetic acid, with addition of the AgNPs and cross-linking agent, followed by
dipping in NaOH 1.5 mol L. The design of experiments consisted of 11 tests, with
variation of acetic acid concentration (from 0.25 to 0.75 mol L), glutaraldehyde volume
(from 30.0 to 60.0 yL) and percentage of AgNPs present in the material (from 10 to
30%). The antibacterial activity was assessed through agar diffusion test with two types
of micro-organisms (Escherichia coli and Staphylococcus aureus), measuring the zone
of inhibition for each of them, using these values as the response variable in the design
of experiments. The beads which presented the highest antibacterial activity were then
used for the disinfection of an industrial wastewater, where two factors were evaluated:
the percentage of inactivation of fecal coliforms and Escherichia coli for different
contact times and the total amount of silver leached to the effluent, this one obtained
through inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP-OES). The
material also underwent several characterization techniques, including X-ray
diffraction (XRD), Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR) and thermal
gravimetric analysis (TGA). The results revealed that the chitosan beads with the
highest antibacterial activity (prepared with acetic acid 0.75 mol L, 60.0 pyL of
glutaraldehyde and 30% of AgNPs) reduced 47% of total fecal coliforms and 100% of
E. coli bacteria in the industrial effluent after 3 h of treatment. The amount of silver
leached to the effluent was lower than the detection limit of the method for all the
experiments, therefore being under the maximum limit for disposal of industrial
wastewater allowed by national and state laws. Finally, it was possible to conclude that
the material presented high antibacterial activity to be used as an auxiliary in the
tertiary treatment of industrial wastewater, with low contamination of the reactional
medium.

Key-words: Silver nanoparticles, Glutaraldehyde, Chitosan, Tertiary Treatment,
Industrial Wastewater.
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1 INTRODUCAO

O constante crescimento da populacdo, da urbanizacdo das cidades e da
atividade industrial, em todo o mundo, tem causado impactos ambientais
consideraveis. A preocupacdo com o meio ambiente e com 0s recursos hidricos tém
levado as industrias a se adequarem as novas e cada vez mais exigentes leis sobre a
geracdo e o descarte de efluentes. Além disso, 0 reuso de aguas utilizadas em
processos industriais também tem sido incentivado, uma vez que praticas como essa
trazem inumeros beneficios, tanto ambientais quanto econémicos. Entretanto, para
gue as aguas provenientes de efluentes industriais possam ser reutilizadas, torna-se
necessaria a utilizacdo e a implementagdo de um sistema que seja eficiente, uma vez
que 0s micro-organismos podem trazer riscos a salde, principalmente quando essa
agua entrara em contato direto com o ser humano apés o seu tratamento.

Diversas técnicas tém sido utilizadas nesse contexto; todavia, a maior parte
delas tem limitagcdes ou desvantagens quando implementadas em larga escala. Por
isso, o desenvolvimento de novas tecnologias para a remoc¢éo de micro-organismos,
em escala industrial, &€ de extrema importancia.

A boa estabilidade quimica e a elevada atividade bactericida das
nanoparticulas de prata (AgNPs) contra uma ampla gama de micro-organismos tem
incentivado o estudo da sua combinacdo com diversas matrizes poliméricas,
buscando materiais com melhores propriedades para tal finalidade. A quitosana, por
exemplo, é um polissacarideo, derivado do processo de desacetilacdo da quitina, um
dos mais abundantes polimeros naturais, e tem sido proposta como um material
atraente para diversos usos, por ser renovavel e de baixo custo. Além de possuir
excelentes propriedades como biodegradabilidade, atoxicidade e boa capacidade de
adsorcao, a quitosana possui ainda alta atividade bactericida.

Dentro desse contexto, esse trabalho teve por objetivo a preparagcéo e a
caracterizacdo de microesferas de quitosana contendo AgNPs, e reticuladas com
glutaraldeido, visando a obtencdo de um material que apresente atividade bactericida

para o tratamento terciario de efluentes industriais.
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1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade bactericida de microesferas de quitosana contendo AgNPs
na desinfeccao de efluentes industriais.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar as AgNPs obtidas por redu¢&o quimica, utilizando o boroidreto de
sédio como agente redutor e o citrato de s6dio como agente estabilizante, por meio
da técnica de espectroscopia de absorcéo na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis);

Avaliar a atividade bactericida das microesferas de quitosana com AgNPs
preparadas através de um planejamento experimental do tipo 2k por meio da medida
dos halos de inibi¢éo, utilizando o teste de difusdo em agar;

Avaliar a eficiéncia do processo de desinfeccdo de uma amostra de efluente
industrial, submetendo as microesferas de quitosana com AgNPs que apresentaram
a maior atividade bactericida no planejamento experimental & agitacdo constante
durante um ou mais periodos de tempo;

Quantificar o teor de prata lixiviado para o efluente durante o ensaio de
desinfeccdo pelas microesferas de quitosana com AgNPs por meio da técnica de
espectrometria de emisséo Gtica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES).

Caracterizar, quimica, morfolégica e termicamente, as microesferas de
quitosana com AgNPs que apresentaram a maior atividade bactericida e foram
utilizadas na desinfeccdo do efluente, por meio das técnicas de difracdo de raios X
(DRX), espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) e
termogravimetria (TGA).



13

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A ESCASSEZ E O REUSO DA AGUA

A agua € um recurso essencial para a vida na Terra, sendo a substancia mais
abundante na natureza: cerca de dois tercos do planeta sdo formados por agua.
Apesar disso, aproximadamente 97,5% dessa 4gua € salgada, e dos 2,5% de agua
doce restantes, boa parte € de dificil acesso, podendo estar no subsolo ou sob a forma
de geleiras (AGENCIA NACIONAL DE AGUAS, 2005). Consequentemente, apenas
uma pequena parte da agua disponivel no planeta € apropriada e acessivel para o
consumo.

Além disso, o crescimento populacional, a migracdo rural para os centros
urbanos e o aumento do consumo tém prejudicado a quantidade e a qualidade dos
recursos hidricos superficiais e subterraneos. Estimativas preveem que em 2025
cerca de 1,8 bilhdes de pessoas estardo vivendo com escassez absoluta de agua, e
dois tercos da populacdo mundial poderdo estar com o recurso no limite para suprir
as demandas da agricultura, industria, meio ambiente, energia e fins domésticos
(SCHOMAKER; KEATING; CHENJE, 2007; NAVARRO-ORTEGA, 2014).

O Brasil € um pais privilegiado, pois possui em seu territorio as mais extensas
bacias hidrograficas do planeta, que contemplam, segundo Olic (2003), de 12 a 15%
da agua doce disponivel no mundo. Desse volume, entretanto, aproximadamente 80%
da agua superficial encontra-se na Amazodnia, distante dos maiores centros
populacionais e industriais do pais, enquanto apenas 20% esta distribuida pelo
restante do pais, que abrange cerca de 95% da populacédo brasileira (DI BERNARDO;
DANTAS, 2005; MANCUSO; SANTOS, 2003).

Nos grandes centros urbanos e regiées metropolitanas do Brasil, a demanda ja
ndo consegue ser suprida pelas fontes de agua disponiveis. Em funcdo desse
problema e do acelerado desenvolvimento industrial, ha um grande interesse de
diversos setores em reduzir os impactos da poluicdo da agua, e moderar o consumo
e a geracdo de efluentes. Gradativamente, as industrias vao precisar adotar
estratégias para minimizar o uso da agua em Seus processos, e para reutilizar o que
for residual, pois a aplicacéo de politicas de cobranca para o uso da agua e para o
lancamento de efluentes, tornaré o processo cada vez mais oneroso para a empresa
(MATSUMURA; MIERZWA, 2008).
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Apesar da reciclagem da agua de efluentes industriais ja estar sendo adotada
em diferentes regides do mundo, o Brasil ainda ndo possui leis ou resolucdes que
determinem o reuso da &gua na industria. A Resolucdo 430/2011 do Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) (BRASIL, 2011), contudo, estabelece a
obrigatoriedade do tratamento de efluente, e a qualidade necessaria para o seu
lancamento em corpos receptores. Em vista disso, e do custo cada vez mais elevado
para a captacdo da 4gua, a prética jA vem sendo estudada e aplicada no pais,
principalmente para usos ndo potaveis e processos industriais (RESENDE, 2012).

O Manual de Conservacéo e Reuso de Agua para a Industria (FIESP, 2005)
ressalta que a pratica do reuso das aguas do efluente, apos tratamento, proporciona
diversos beneficios para a industria. Alguns desses beneficios sdo de grande
importancia, como: econdmicos, ja que a empresa ndo vai precisar acrescentar a
cobranca pelo uso da agua no custo dos seus produtos, aumentando a
competitividade; ambientais, ao reduzir o lancamento de efluentes e a captacéo de
aguas superficiais e subterraneas; e sociais, com o reconhecimento da sociedade que
espera da empresa um comportamento social e ambientalmente responsavel.

O reuso da agua, ao longo do tempo, foi sendo classificado com base na
maneira como ele ocorre, no grau de planejamento e na finalidade para qual ele se
destina, conforme mostra o Quadro 1. E importante, porém, que a empresa adote
medidas para a minimizacdo do consumo de 4gua e geracao de efluentes, antes de
implementar um sistema de reuso (FILHO, 2009).

Quadro 1 — Principais classificacdes para o reuso da agua no Brasil
(continua)

Classificacao Definicao

A agua utilizada em alguma atividade humana é descartada no
meio ambiente e utilizada novamente de maneira nao intencional
e ndo controlada.

Reuso indireto
nao planejado

Reuso indireto Efluentes tratados sdo descartados no meio ambiente de forma

planejado planejada e sao utilizados a jusante, de maneira controlada.
Reuso direto Efluentes tratados sdo encaminhados do seu ponto de descarga
planejado até o ponto de reuso, ndo sendo descartados no meio ambiente.

Efluente gerado em um processo industrial € utilizado sem
tratamento em um processo subsequente, ja que o efluente
gerado atende aos requisitos de qualidade de dgua do processo

Reuso em
cascata
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(concluséo)

Classificacao Definicao

Sf?tjjjr?tgse Efluentes gerados localmente sdo tratados de forma adequada
tratados para obter a qualidade necessaria ao uso pretendido.

Fonte: Filho (2009).

A agua de reuso pode ser utilizada em diversas situacdes, dependendo da
particularidade dos processos e produtos de cada industria, como em caldeiras,
refrigeracdo de equipamentos, lavagem de matérias-primas, incorporagdo aos
produtos, combate a incéndios, entre outras aplicacbes. Cada aplicacdo exige um
determinado padrdo de qualidade da agua a ser utilizada, e € com base nisso que o
tratamento de efluente deve ser realizado. Nos casos de contato de seres humanos
com essa agua, posteriormente ao seu tratamento, ele deve conter, obrigatoriamente,
uma etapa de desinfeccdo (SILVA; ORSINE, 2011).

2.2 TRATAMENTO DE EFLUENTES

Os efluentes podem ser classificados como domésticos ou industriais. O
primeiro € resultante, de maneira geral, do esgoto de prédios, casas ou edificios
comerciais; o0 segundo, de empresas de qualguer segmento, e que possuem
caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas que podem variar de acordo com o ramo
de atividade, processos e produtos de cada uma delas. Para obter a 4gua de reuso,
existem tratamentos especificos para cada tipo de efluente, que séo classificados
como preliminar, primario, secundario e terciario, e que sado utilizados de acordo com
a qualidade inicial e a qualidade final desejada desse efluente (FILHO, 2009;
IBRAHIN; IBRAHIN; CANTUARIA, 2015).

O tratamento preliminar € a primeira etapa no ciclo de tratamento dos efluentes,
e emprega, sobretudo, processos fisicos com a finalidade de remover sélidos
grosseiros, areia e gorduras. Os mecanismos usualmente utilizados sdo o
peneiramento, através do gradeamento, a sedimentacéo, por meio de desarenadores,
e em alguns casos caixas para a remoc¢ao de gorduras (TOSETTO, 2005; IBRAHIN;
IBRAHIN; CANTUARIA, 2015).

O tratamento primario, por sua vez, € empregado para remover 0s solidos em

suspensao sedimentaveis e flutuantes que passaram pelo tratamento preliminar. S&o
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utilizados processos fisico-quimicos, através de duas etapas: a floculacdo e a
decantacdo. Nessa fase ocorre a sedimentacdo e a neutralizacdo da carga do
efluente, a partir de um tanque de equalizacdo e adicdo de produtos quimicos. Em
seguida, ocorre a separacdo de particulas solidas do liquido, com o objetivo de
clarificar o efluente, utilizando floculadores e um decantador para remover solidos
organicos e inorganicos que, isolados ou em flocos, apresentam densidade maior que
a do liquido, e sedimentam gradativamente. Na maior parte dos casos, mesmo ap6s
a realizacao do tratamento primario, o efluente ainda ndo esta adequado para ser
reutilizado, e nem para ser lancado em um corpo hidrico, e por essa razao, é
necessario o tratamento secundario (TOSETTO, 2005; DEZOTTI, 2008; IBRAHIN;
IBRAHIN; CANTUARIA, 2015).

No tratamento secundario visa-se remover, por meio de processos unitarios
bioldgicos, a matéria organica dissolvida ou em suspensdo, como carboidratos,
proteinas e lipidios. A remocéo é efetuada por meio de rea¢des bioquimicas, onde
micro-organismos se alimentam da matéria organica, convertendo-a em gas carbdnico
e 4gua. Para tratamento bioldgico aerébio, costuma-se utilizar as técnicas de filtracdo
bioldgica, na qual ha formacédo de cultura biolégica no meio filtrante, onde a matéria
organica é absorvida; lodos ativados, em que o efluente € misturado, agitado e aerado
com um lodo que possui micro-organismos, formando uma suspensao de fécil
sedimentacao; e lagoas de estabilizacdo, que sdo uma espécie de reator onde ocorre
degradacdo bioldgica, e o0 niumero de micro-organismos patogénicos existentes €&
reduzido pela estabilizacdo da carga organica, realizada pela oxidagéo bacterioldgica.
Ja no tratamento biol6gico anaerébio, o efluente é introduzido em um reator
anaerébio, aquecido ou ndo, com a intencdo de agilizar a decomposi¢cdo das
substancias organicas presentes (TOSETTO, 2005; FILHO, 2009; IBRAHIN;
IBRAHIN; CANTUARIA, 2015).

No tratamento terciario, também chamado de pos-tratamento, o objetivo € obter
um efluente de qualidade superior, pela remocédo do material solivel ndo removido
nas etapas anteriores, como, por exemplo, nitrogénio, fésforo, sédio e bactérias
patogénicas, que sao nutrientes que ainda estdo presentes no efluente nessa etapa.
Ocorre também a remocdo de outras substancias, compostos organicos ou metais
pesados, dependendo da origem desse efluente (FILHO, 2009). Aléem disso, segundo

Tosetto (2005), o tratamento terciario visa a desinfec¢éo das aguas do efluente para
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gue seja possivel o seu reuso. A Figura 1 apresenta, de forma simplificada e

esquematica, todas as etapas no tratamento de efluentes.

Figura 1 — Esquema simplificado das etapas do tratamento de efluentes
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Fonte: Adaptado de Metcalf e Eddy (2016).

O que define, por fim, um sistema de tratamento, € a selecdo de uma ou mais
técnicas combinadas para que se obtenha a reducdo do contaminante de interesse.
Essa escolha deve basear-se no conhecimento do efluente em questdo, e nos
mecanismos envolvidos e potencial de cada técnica (FIRJAN, 2005). Também é
importante observar, principalmente para a etapa terciaria, o destino de uso do
efluente depois de tratado (TOSETTO, 2005).

2.3 DESINFECCAO DE EFLUENTES

Os processos de desinfeccao de efluentes sdo aqueles nos quais se deseja
inativar ou destruir 0s organismos patogénicos oOu outros micro-organismos
indesejados. Esse processo € necessario para viabilizar o reuso da agua desse
efluente, pois apesar de as etapas anteriores resultarem em um efluente com boas
caracteristicas, e removerem até 99% de determinados micro-organismos, isso néo é
suficiente para atingir as exigéncias necessarias para a reutilizacdo. Para garantir a
seguranca das pessoas que vao entrar em contato ou utilizar as aguas de reuso, a
desinfeccdo deve ser o ponto de partida, seja por meios quimicos ou fisicos (VARGAS,
2008; LOVATEL, 2014).
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A agua contaminada com micro-organismos patogénicos representa uma
ameaca para a saude publica, visto que é uma das principais causas para a
transmissao de doencas. Todos 0s anos, cerca de quatro milhdes de pessoas sofrem
de doencas transmitidas através do consumo ou contato com agua contaminada, e
2,2 milhdes de pessoas morrem devido a isso (EL-LIETHY; ELWAKEEL; AHMED,
2018). Em um sistema de reuso de agua, inclusive para o caso de reuso de efluentes
tratados, quanto maior for a exposicdo humana a essa 4gua, maior deve ser a sua
seguranca em termos de micro-organismos, controlados, geralmente, através de
indicadores de coliformes fecais e totais (TOSETTO, 2005).

2.3.1 Micro-organismos patogénicos

O contato com a 4gua contaminada pode causar inimeras doencas em seres
humanos. Os micro-organismos sao divididos, de maneira geral, em quatro grupos:
virus, bactérias, fungos e parasitas (protozoarios e helmintos). A hepatite A, por
exemplo, é uma infeccao viral transmitida através do contato com fezes humanas.
Além disso, célera, tuberculose e febre tifoide sdo doencas causadas por bactérias,
enquanto a giardiase e disenteria amebiana sao infec¢cdes adquiridas através de
parasitas intestinais, e todas elas podem ser transmitidas pela agua (GOLCALVES,
2003; SALVATIERRA, 2014).

2.3.1.1 Bactérias

As bactérias sdo organismos unicelulares, procariotas (sem nucleo definido) e
gue se reproduzem por divisdo binaria simples. Além disso, sé € possivel identifica-
las e analisar suas caracteristicas morfolégicas com o auxilio de um microscoépio
optico, visto que séo de escala micrométrica. Os seres humanos possuem cerca de
dez vezes mais células bacterianas do que células humanas, o que € chamado de
microbiota normal e habitualmente ndo acarreta em doencas para o hospedeiro.
Quando a microbiota normal estd equilibrada nos seres humanos, inibe o
desenvolvimento de micro-organismos potencialmente perigosos e que causam
doencas (GONCALVES, 2003; BROOKS, 2014; SALVATIERRA, 2014).

As bactérias sdo diferenciadas de acordo com as suas caracteristicas

morfolégicas em cocos, bacilos e espirilos (SALVATIERRA, 2014). Na Figura 2, é
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possivel observar as diversas estruturas internas e externas das bactérias, ainda que

nem todas sejam iguais, e alguns grupos possuam certas caracteristicas particulares.

Figura 2 — Estrutura bacteriana
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Fonte: Salvatierra (2014).

As bactérias também séo classificadas, de acordo com as suas caracteristicas
tintoriais, em Gram-positivas ou Gram-negativas. A parede celular das bactérias
confere, de modo geral, protecédo a célula bacteriana, e € quimica e estruturalmente
diferente nos dois grupos (BROOKS, 2014).

A Figura 3 apresenta a estrutura da parede celular do grupo de bactérias Gram-
positivas, que é mais espessa e composta por uma Unica camada constituida por
proteina e 4cidos teicoicos. Esse tipo de bactéria pode causar doencas como difteria,
tétano e botulismo (SALVATIERRA, 2014).
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Figura 3 — Estrutura da parede celular de bactérias Gram-positivas
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A Staphylococcus aureus (S. aureus) é um exemplo de bactéria Gram-positiva.
Ela é anaerdbia facultativa, apresentando-se sob a forma de cocos que geralmente
sdo dispostos em cachos irregulares. Essa bactéria costuma ser encontrada com
maior frequéncia na cavidade respiratoria e na pele, e o processo de infeccdo do
hospedeiro estd associado, frequentemente, a alguma diminuicdo no sistema
imunologico que facilita o acesso dos micro-organismos (LOVATEL, 2014,
SALVATIERRA, 2014).

A Figura 4, por sua vez, apresenta a estrutura da parede celular do grupo de
bactérias Gram-negativas, que é formada por duplas camadas, sendo a primeira
constituida de lipossacarideos, fosfolipideos e lipoproteinas, e a segunda de
peptideoglicanos. Esse tipo de bactéria pode causar leptospirose, febre tifoide,
salmonelose e diversas outras doencas (BROOKS, 2014; SALVATIERRA, 2014).
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Figura 4 — Estrutura da parede celular de bactérias Gram-negativas

Polissacarideo
Proteina porina

Lipopolissacarideo

Lipideo A

Lipoproteina

Enzimas

e outras
substancias
ativas

Membrana externa

Parede
celular

Peptideoglicana

Membrana plasmatica

Proteinas

Espago periplasmatico

Fonte: Salvatierra (2014).

A Escherichia coli (E. coli), da familia das Enterobacteriaceae, € um exemplo
de bactéria Gram-negativa. Ela € anaerdbia facultativa, em forma de bacilo, e costuma
habitar o trato intestinal de seres humanos e animais. A E. coli faz parte da microbiota
normal, e geralmente permanece inofensiva no intestino humano; no entanto, pode
provocar doencas, geralmente em hospedeiros debilitados ou imunodeprimidos.
Genericamente, essas bactérias também sdo chamadas de coliformes (BROOKS,
2014; SALVATIERRA, 2014).

As vias respiratorias e urinarias, boca e trato genital, ou seja, locais do corpo
onde as mucosas entram em contato com a pele, além de cortes e queimaduras, sédo
geralmente portas de entrada para as bactérias patogénicas. Esses micro-organismos
podem se adaptar a diversos ambientes como solo, agua e matéria orgéanica, e devido
a isso tem uma sobrevida muito maior, aumentando também a possibilidade de
transmissao de doencas (BROOKS, 2014).

Em funcdo do que foi mencionado anteriormente, observa-se que diversos
métodos de desinfec¢do vém sendo aplicados para o tratamento terciério de efluentes,

principalmente quando se deseja uma agua para reuso.

Fosfolipideo
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2.3.2 Técnicas de desinfeccéao de efluentes

A desinfeccdo € um processo que tem por objetivo a inativagdo de micro-
organismos patogénicos presentes na 4gua ou no efluente, e que para isso, utiliza um
agente quimico ou ndo quimico. A inativacdo dos micro-organismos pode ser feita por
separacao fisica, acao oxidativa, ou alteracdo do material genético celular, utilizando-
Se 0s seguintes mecanismos de agao:

a) destruicdo ou desarranjo da estrutura celular;

b) interferéncia no metabolismo energético, tornando as enzimas nao

funcionais;

c) interferéncia na biossintese e no crescimento celular, alterando fungdes

como a sintese de proteinas, acidos nucleicos e coenzimas (DANIEL et al,
2001; DI BERNARDO; DANTAS, 2005).

A desinfeccdo é um processo seletivo, ou seja, ndo elimina todos os
organismos patogénicos, mas busca inativar especialmente aqueles que ameacam a
saude humana. Para isso, 0s agentes quimicos que mais vém sendo utilizados sdo os
oxidantes cloro, ozénio e diéxido de cloro, enquanto a radiacdo UV se destaca entre
os agentes fisicos (GONCALVES, 2003; DI BERNARDO; DANTAS, 2005).

Um desinfetante ideal deve apresentar eficacia para inativar os micro-
organismos patogénicos desejados, seguranca para manuseio e aplicagdo, nao
apresentar toxicidade para o ser humano e outras formas de vida, ser estavel e de
facil identificacdo e quantificacdo (METCALF; EDDY, 2016). E importante, portanto,
abordar as técnicas de desinfeccdo mais aplicadas, observando a eficiéncia da
desinfeccdo, mas também os subprodutos e toxicidade relacionados em cada um
desses processos (DANIEL et al, 2001).

2.3.2.1 Cloragéao

A cloracao é o processo de desinfeccdo mais utilizado em todo o mundo, tanto
para aguas de abastecimento quanto para efluentes sanitarios e industriais, tendo em
vista que essa tecnologia é largamente conhecida e possui viabilidade econémica e
operacional para a sua aplicacdo. O cloro liquido ou gasoso e os hipocloritos de sédio

e de célcio sdo as formas mais comuns com 0S quais essa técnica vem sendo
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aplicada. A acao desinfetante do cloro e de seus componentes ocorre principalmente
por ser um forte agente oxidante, que oxida diretamente o material celular. Porém,
alguns trabalhos relatam outros mecanismos envolvidos nessa técnica, como inibigdo
enzimatica e danificacdo do material genético (GONCALVES, 2003; SALLES, 2008;
SANTOS et al, 2013).

Os compostos de cloro reagem com agua formando acido hipocloroso (HOCI),
que se dissocia em ions hipoclorito (OCI) e hidrénio (H*) (Equacgbes 1 e 2). A
quantidade de HOCI e OCI- em solucdo é chamada de cloro residual livre disponivel e
depende do pH do meio. Quanto maior a concentracdo de OCI, maior a acéo
desinfetante e oxidante, e geralmente, quanto maior o pH, menor a reatividade do
cloro (MEYER, 1994).

Clzg) + H20() — HOCl(aq) + H*(ag) + Cl(aq) (1)
HOC'(aq) — H+(aq) + OC|'(aq) (2)

O &cido hipocloroso formado na Equacéo 1 é eficaz contra E. coli e S. aureus,
devido a sua rapida penetracdo nas células bacterianas e reacdo com uma enzima
essencial no metabolismo celular das bactérias. Entretanto, o cloro pode promover
danos a tubulactes, além de ndo ser eficaz contra outros micro-organismos, como
cistos de Giardia lamblia e dos protozoarios Cryptosporidium spp. Ademais, o tempo
de contato necesséario com o efluente é geralmente maior, se comparado a outros
desinfetantes. Por fim, o cloro pode ainda reagir com a matéria organica dissolvida na
agua formando compostos organoclorados como trialometanos, que estdo associados
ao cancer de estdbmago e de colon (GONCALVES, 2003; SANTOS et al., 2013).

2.3.2.2 Dib6xido de cloro

O didxido de cloro (ClO2) € um agente bactericida muito utilizado em sistemas
de tratamento de 4guas em substituicdo ao cloro, e possui acdo desinfetante igual ou
superior ao mesmo (DANIEL, et al., 2001). Lapolli et al. (2005) confirmou também a
viabilidade de aplicacdo do ClO2 como desinfetante eficiente para efluentes.

O CIO2, em condi¢des atmosféricas, € um gas instavel, irritante, de coloracao
amarelada-avermelhada e de odor desagradavel, e que apresenta um potencial de

oxidacdo extremamente alto. A acdo desinfetante se da por meio de oxidacdo, sem a
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formacédo de HOCI, e o mecanismo bactericida pode incluir a inativacdo de enzimas
importantes para 0S micro-organismos ou a alteracdo da sintese de proteinas
(METCALF; EDDY, 20186).

Em comparagéo ao cloro, o ClO2 é mais atrativo devido ao fato de ser eficiente
na desinfeccéo de efluentes sem a formacéao de trialometanos. Também possui outras
vantagens, como a de suas propriedades bactericidas ndo serem influenciadas pelo
pH e por serem mais eficientes para virus, Cryptosporidium spp. e Giardia lamblia.
Contudo, ainda ndo é uma alternativa viavel para aplicacdo em pequena escala,
devido ao alto custo e dificuldades de operacao, além de produzir subprodutos como
cloritos e cloratos (DANIEL, et al., 2001; LAPOLLI, et al., 2005).

2.3.2.3 Ozonizacgéao

A ozonizacdo é uma técnica pouco utilizada ainda no Brasil, porém ja é
amplamente utilizada na Europa e nos Estados Unidos, principalmente no tratamento
de aguas de abastecimento. Segundo Daniel et al. (2001), o ozbnio é o agente
desinfetante com a melhor relacdo custo/beneficio no tratamento de aguas. No
entanto, quando se trata da desinfeccao de efluentes, principalmente sanitarios, sua
aplicacéo tornou-se economicamente competitiva apenas nas ultimas duas décadas,
com o0s avancos relacionados principalmente a geragcédo de ozénio. O interesse nesse
oxidante reside no fato de ser um excelente desinfetante, principalmente na inativacao
de virus, mas também na de bactérias e protozoarios, além de ndo formar compostos
organoclorados, como os trialometanos, ndo aumentar a concentracdo de solidos
dissolvidos, e nao perder eficiéncia na presenca de amonia (LAPOLLI et al., 2003;
SALLES, 2008).

O ozbénio é uma forma alotrépica do oxigénio, um oxidante extremamente
reativo, muito volatil e pouco estavel. Sua acao desinfetante se da por meio do residual
de oxigénio molecular remanescente e a inativagdo dos micro-organismos ocorre pela
desintegracdo da parede celular, levando a neutralizagdo das células em milésimos
de segundo. Sua instabilidade e seu alto poder oxidante sdo caracteristicas
desejaveis, pois a primeira ndo deixa residuos perigosos no efluente, e a segunda
diminui a concentracao e o tempo de contato necessario para a desinfec¢cdo. Segundo
Lapolli et al. (2003), o poder desinfetante do 0zbnio € cerca de 10 vezes superior ao

do cloro, para todos os tipos de micro-organismos, e é efetivo inclusive na inativacao
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do Cryptosporidium spp. e Giardia lamblia, na qual o processo de cloracao € ineficaz
(DANIEL et al., 2001; METCALF; EDDY, 2016).

No entanto o 0z6énio também possui limitacBes e desvantagens, como o fato de
ser eficaz somente no momento em que € adicionado ao meio, pois se decompde em
oxigénio ao destruir as células, e, portanto, ndo tem acéao residual. Além disso, os
subprodutos de desinfeccao, geralmente influenciados pela composicao do efluente e
nao do ozobnio diretamente, podem causar uma eventual toxicidade a organismos
aquéticos, danificando o seu DNA. Nos seres humanos, a toxicidade est4 relacionada
quase que exclusivamente com a aspiracdo direta, extremamente perigosa; e
apresenta um elevado custo para implantacdo (SALLES, 2008; METCALF; EDDY,
2016).

2.3.2.4 Radiacao ultravioleta (UV)

A aplicacéo da radiacéo UV na desinfecgéo de efluentes evoluiu a partir do final
do século XX, basicamente depois da década de 1990, apesar de sua acao germicida
ja ter sido comprovada antes disso. Essa técnica ndo é competitiva economicamente
em relacdo a cloracdo, porém quando € necesséria a implantacdo de uma etapa de
descloracao (para remover os subprodutos téxicos de cloro), ela se torna altamente
atrativa, com a grande vantagem de ndo gerar compostos organoclorados, como
trialometanos. Além disso, nenhum tipo de produto € adicionado a corrente liquida,
pois a desinfec¢cdo com UV atua por meio fisico, e se deve a exposicdo dos micro-
organismos a radiacdo emitida por lampadas especificas, que ocorrem em canais ou
dutos sob pressao chamados de reatores fotoquimicos, fotorreatores ou reatores UV
(DANIEL et al., 2001; GONCALVES et al., 2003).

A luz é caracterizada como parte do espectro de ondas eletromagnéticas de
diversos comprimentos de onda, que vao de ondas de radio até raios X (Figura 5). A
luz UV assume comportamento corpuscular (fétons), ja que possui comprimentos de
onda curtos, e a quantidade de energia dos fétons é inversamente proporcional ao
comprimento de onda da luz (GONCALVES et al., 2003).
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Figura 5 — Espectro eletromagnético
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Fonte: Goncalves et al. (2003).

A radiacdo infravermelha é incapaz de causar modificacdo quimica nos
compostos, devido ao seu comprimento de onda relativamente alto e baixa energia
associada. J4 na radiacdo UV, a energia dos fétons é suficiente para romper uma ou
mais ligagBes quimicas entre os atomos (GONCALVES et al., 2003).

A alteracdo do material genético € o mecanismo de desinfeccdo por radiacéo
UV, que penetra na parede celular dos micro-organismos e é absorvida pelos acidos
nucleicos (DNA e RNA), que sdo responséveis pelo seu desenvolvimento. Os danos
causados a eles interferem na sintese e divisdo celular, processos normais que
acontecem nas células. As moléculas de DNA dos micro-organismos que devem ser
inativados absorvem radiacdes com comprimento de onda entre 200 e 300 nm, que
alteram sua composicao e dificultam a replicacao do &cido nucleico (GONCALVES et
al., 2003; METCALF; EDDY, 2016).

A técnica de desinfeccao por radiacdo UV tem como vantagens: ser eficaz na
inativacdo de micro-organismos (na dosagem correta); ser um processo fisico, ou
seja, nao necessita de geracao, transporte ou estocagem de produtos quimicos; ndo
gerar efeitos residuais prejudiciais a vida aquatica ou a seres humanos; e o tempo de
contato ser menor quando comparado a outros desinfetantes. Por outro lado, em
alguns casos, 0s micro-organismos podem reparar e reverter os efeitos destrutivos do

UV, mecanismo conhecido como fotorreativagcao ou recuperagao no escuro, a turbidez
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ou solidos em suspensao no efluente podem prejudicar a eficiéncia da inativacao, e
qualquer irregularidade no equipamento pode causar danos aos operadores do
sistema, ja que a radiacao UV causa lesbes nos olhos e cancer de pele (GONCALVES
et al., 2003; VARGAS, 2008; LOVATEL, 2014).

2.3.2.5 Desenvolvimento de novas técnicas de desinfec¢éo

O fato de todas as técnicas relacionadas possuirem vantagens e desvantagens,
na desinfeccdo de agua e efluentes, tem instigado a pesquisa de novos materiais e
tecnologias eficientes, e de baixo custo para esse fim. A combinacdo de materiais tem
se mostrado interessante, uma vez que determinadas propriedades obtidas ndo séo
encontradas em materiais convencionais (JOSE; PRADO, 2005; ELTZ, 2017).

Diversos materiais hibridos, combinando a flexibilidade dos compostos
organicos com a estabilidade térmica e quimica de materiais inorganicos, vém sendo
estudados, devido as suas propriedades bactericidas, e tém demonstrado bons
resultados na remocdo de micro-organismos (JOSE; PRADO, 2005). El-liethy,
Elwakeel e Ahmed (2018), por exemplo, sintetizaram novos desinfetantes magnéticos
a base de tioureia-formaldeido contendo ions Ag* ou Au®* para a desativacdo de
micro-organismos patogénicos na agua, e obtiveram resultados acima de 93% para
todos os micro-organismos testados no trabalho.

Além disso, a utilizacdo de nanoparticulas metalicas, em varias aplicacdes
biotecnoldgicas, representa uma das areas mais investigadas da ciéncia de materiais
atualmente. Essas aplicacdes requerem a funcionalizacdo quimica apropriada das
nanoparticulas com moléculas organicas ou a sua incorporacdo em matrizes
poliméricas adequadas (DALLAS; SHARMA; ZBORIL, 2011). Lovatel (2014), nesse
ambito, estudou a eficiéncia de hibridos de alginato de s6dio e montmorilonita com
AgNPs ancoradas na eliminagdo de micro-organismos de efluentes industriais. Os
resultados indicaram uma reducéo de 98,5% em termos de coliformes fecais, e foram
aproximadamente 16% superiores se comparados ao tratamento do efluente com a
radiacéo UV.

Estudos sobre hibridos de quitosana com AgNPs, suas propriedades e seu
potencial bactericida também estdo ganhando énfase na literatura, como nos estudos
realizados por Sanpui et al. (2008), Neto (2010), Gonzalez-Campos et al. (2012),

Neves (2013), Pereira (2017) e Biao (2017), que mostraram que a associagcao desses
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dois materiais apresenta um grande potencial na inativacdo de micro-organismos
presentes em efluentes sanitarios e industriais. Para aumentar a estabilidade e reduzir
0 risco da quitosana ser solubilizada em meio acido, quando submetida ao tratamento
de efluentes, ainda é possivel utilizar agentes reticulantes na sintese dos materiais,
como o glutaraldeido, glioxal, benzoquinona, ciclodextrina, acido iminodiacético, acido
nitriloacético, entre outros (MIGNEAULT, 2004; WEI et al., 2008; FARIA, 2017).

2.4 QUITOSANA

Obtida por meio da desacetilacdo da quitina, o segundo polimero natural mais
abundante no mundo, biocompativel e biodegradavel, a quitosana € atoxica, renovavel
e de baixo custo. Das duas, a quitina € a encontrada em maior abundancia na
natureza, e tem como principais fontes as carapacas de crustaceos como o
caranguejo, 0 camarao e a lagosta, mas também em insetos, moluscos e na parede
celular de fungos. Apesar de a quitina ter aplicacdes na industria téxtil, alimenticia e
de cosméticos, a sua principal utilizacéo € na producao da quitosana, que possui ainda
mais aplicacbes, como mostra 0 Quadro 2 (CRAVEIRO; CRAVEIRO; QUEIROZ,
1999; CRINI; BADOT, 2007; AZEVEDO et al., 2007).

Quadro 2 — Principais aplicacdes da quitosana

Area de aplicacéo Exemplos de aplicacao
Suturas cirdrgicas, implantes dentérios,
Biomédica reconstituicdo Ossea, lentes de contato, liberagéo

controlada de farmacos em animais e humanos, e
encapsulamento de materiais

Agricultura Mecanismos defensivos e adubo para plantas

Tratamento de agua Floculante para clarificagdo, remocédo de ions
metdlicos e reducdo de odores

Industria alimenticia Fibras  dietéticas, reducdo do colesterol,
conservante para molhos, fungicida e bactericida

Indistria de cosméticos Esfoliante para a pele, tratamento de acne,
hidratante capilar e creme dental

Biofarmaceutica Antitumoral, hemostético e anticoagulante

Fonte: Azevedo et al., (2007); Crini e Badot, (2007).

A quitosana é um polissacarideo com uma estrutura molecular quimicamente
semelhante a da celulose, sendo diferenciada pelos grupos amino presentes na

primeira que substituem os grupos hidroxila da segunda (Figuras 6 e 7,
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respectivamente). De modo geral, € insolivel em &agua e acidos minerais
concentrados, e solavel em acidos orgéanicos; porém, sua solubilidade pode variar de
acordo com o processo de desacetilacdo. No estado soélido, € um material
semicristalino, além de ser um excelente quelante, propriedade que permite que seja
aplicada em diversas areas (CRAVEIRO; CRAVEIRO; QUEIROZ, 1999; AZEVEDO et
al., 2007).

Figura 6 — Estrutura quimica da celulose
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Fonte: Azevedo et al. (2007).

Figura 7 — Estrutura quimica da quitosana
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Fonte: Azevedo et al. (2007).

As microesferas de quitosana, se comparadas a quitosana em flocos, possuem
area superficial cerca de 100 vezes maior e, em razao disso, sua capacidade de
adsorcdo também é superior. A multifuncionalidade da quitosana permite que sejam
preparadas microesferas para diferentes propositos, com formas e tamanhos
variados, além da possibilidade de combinacdo com diversos materiais para atingir as
propriedades desejadas para cada aplicagcao (AZEVEDO et al., 2007).

Nos ultimos anos, a utilizagdo da quitosana na area de tratamento de efluentes

tem recebido consideravel atencdo: no desenvolvimento de materiais a base de
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quitosana utilizadas como matrizes poliméricas adsorventes para aplicacao, por
exemplo, na remocao de corantes de solu¢cdes aquosas, ou de ions metélicos; e na
associagcdo da mesma com AgNPs para fins de desinfeccdo, como citado
anteriormente (CRINI; BADOT, 2007; VAKILI et al., 2014; BIAO, 2017).

2.5 NANOTECNOLOGIA

A Nanotecnologia é uma ciéncia que estuda materiais em escala nanométrica,
compreendidos em um intervalo entre 1 a 100 nm, e com propriedades especificas
gue dependem principalmente de sua forma e tamanho. Nos ultimos anos, ela tem
sido um campo de pesquisa promissor, oferecendo melhora no desempenho de
técnicas ja utilizadas e contribuindo para o aparecimento de novas estratégias
(SCHNEID, 2014; BORJES; GOMES; ENGELMANN, 2014).

As propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas dos materiais sdo modificadas ao
serem reduzidos a escala nanométrica. Maior resisténcia a tensbes, acdo
antimicrobiana e alta capacidade de armazenamento de dados e de energia, séo
algumas dessas propriedades que permitem que 0S nanomateriais venham se
destacando em diversas areas do conhecimento, como medicina, ciéncia da
computacéo, eletrénica, engenharia dos materiais, quimica, fisica e biologia. Novos
materiais utilizando nanotubos, nanofios e nanoparticulas metalicas vém sendo
desenvolvidos, em busca de propriedades ou funcdes ainda melhores (SCHNEID,
2014; SALAZAR, 2015).

2.5.1 Nanoparticulas metalicas

A utilizacdo de nanoparticulas metalicas, nas mais diversas areas do
conhecimento, mas principalmente na Engenharia e Ciéncia dos Materiais, tem sido
extensivamente investigada. Nas ultimas décadas, as mesmas tém sido aplicadas
como agentes antimicrobianos, pelas iniumeras nanoparticulas que podem ser
sintetizadas, sua alta atividade catalitica e estabilidade quimica, além de sua elevada
area superficial, que permite que sejam eficientes em concentra¢des e volumes muito
baixos. A relacao superficie/volume também permite que as nanoparticulas metalicas

interajam diretamente com as membranas microbianas, e ndo somente através da
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liberacdo de ions metalicos em solucdo (MORONES et al., 2005; DALLAS; SHARMA,
ZBORIL, 2011).

Nanoparticulas metélicas tém sido desenvolvidas e testadas com o objetivo de
aumentar a eficiéncia dos processos de desinfec¢do da 4gua, entre outras aplicacdes.
A necessidade de contribuicbes para o0 avanco tecnoldgico nesse contexto é
imprescindivel, ja que a demanda por agua em todo o mundo tem crescido
exponencialmente, e os corpos hidricos estdo cada vez mais deteriorados. As AgNPs
e nanoparticulas de cobre (CuNPs) tém sido estudadas para esse fim, e apesar de
ambas possuirem alta acdo bactericida, estabilidade quimica, condutividade elétrica
e alta atividade catalitica, resultados apontam que as AgNPs sdo mais eficientes na
desinfecdo da 4gua de efluentes industriais (NETO, 2010; ELTZ, 2017).

2.5.1.1 Nanoparticulas de prata (AgNPs)

Os compostos de prata sdo conhecidos desde a antiguidade por sua eficacia
antimicrobiana, e ja eram utilizados desde o inicio do século XVIII para controlar
infeccbes e prevenir que certos alimentos se deteriorassem. Atualmente, geladeiras,
telefones celulares, escovas de dente e cosméticos contém prata como agente
antibacteriano (COSTA, 2011; CHERNOUSOVA; EPPLE, 2013).

Além de sua boa estabilidade quimica, condutividade, e atividade catalitica,
uma das maiores vantagens das AgNPs, quando comparadas com outros agentes
antimicrobianos, é que a prata € um dos mais eficazes contra uma ampla gama de
micro-organismos, como virus, fungos e bactérias, tanto Gram-negativas (E. coli)
como Gram-positivas (S. aureus), apresentando toxicidade humana extremamente
baixa (DALLAS; SHARMA; ZBORIL, 2011; NEVES, 2013).

Apesar de ser possivel obter AQNPs por diferentes rotas de sintese, a reducéo
guimica € uma das mais amplamente utilizadas: parte de sais precursores de prata,
como nitrato de prata (AgNOs) ou iodeto de prata (Agl), e necessita do uso de agentes
redutores e estabilizantes, como o boroidreto de soédio e o citrato de sodio,
respectivamente. Seu mecanismo de ac¢ao para inativar micro-organismos ainda nao
é totalmente compreendido; no entanto, a interrupcéo da replicacdo do DNA, devido
a interacdo com os tiois presentes na estrutura de enzimas que sao essenciais para o
funcionamento das células, € um dos principais mecanismos sugeridos (RAI; YADAYV,
GADE, 2008; DALLAS; SHARMA; ZBORIL, 2011).
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Na Figura 8, onde sdo apresentadas imagens de microscopia eletronica de
transmissao (MET), observa-se a diferenca das bactérias, antes e depois de serem
tratadas com AgNPs. E possivel verificar as nanoparticulas no interior da bactéria, e
danos perceptiveis na membrana celular, que inibem a replicacdo do DNA, se

comparado as bactérias que nao entraram em contato com as AgNPs.

Figura 8 — Agdo das AgNPs frente a bactérias de Pseudomonas aeruginosa:
(a) antes do tratamento com AgNPs; (b) e (c) tratadas com AgNPs

Fonte: Morones et al. (2005).

2.6 AGENTE RETICULANTE: GLUTARALDEIDO

O glutaraldeido (CsHsO2) é um dialdeido alifatico de estrutura quimica
relativamente simples, como mostra a Figura 9. E solivel em agua e solventes
organicos, e interage fortemente com compostos que possuem grupos amino na sua
estrutura (MIGNEAULT, 2004).

Figura 9 — Estrutura quimica do glutaraldeido
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Fonte: Adaptado de Migneault (2004).
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Foi descoberto no inicio da década de 1970, e desde la tem sido utilizado para
a desinfeccdo e esterilizacdo, principalmente em ambientes hospitalares, em
instrumentos cirurgicos e de dialise, broncoscoépios e endoscopios, devido ao seu alto
potencial antibacteriano. E também utilizado como agente de reticulagdo de
polipeptidios e proteinas, e também de alguns polissacarideos, como o acido
hialurbnico e a quitosana, e confere a eles uma maior estabilidade quimica e fisica
(MIGNEAULT, 2004; ELTZ, 2017).

Os polissacarideos, em especial, podem ser reticulados através de uma reacao
entre os grupos OH ou NH2. Ao utilizar o glutaraldeido como agente reticulante da
quitosana, por exemplo, a reacdo ocorre entre os grupos carbonila (C=0) do
glutaraldeido e os grupos amino (NH2) da quitosana, formando uma rede
tridimensional, conforme ilustra a Figura 10. A reticulacdo, ao introduzir ligacdes
cruzadas entre as macromoléculas da quitosana, reduz a mobilidade das cadeias
poliméricas, aumentando a estabilidade quimica, a resisténcia mecanica e a vida util

do material.

Figura 10 — Reacéo de reticulacdo entre a quitosana e o glutaraldeido
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Fonte: Adaptado de Crini (2005).
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2.7 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Ao observar um sistema ou processo, € possivel, em partes, compreender
como eles funcionam. No entanto, nas vezes em que ha necessidade de entender o
gue acontece com um processo quando variaveis sao alteradas, € necessario que se
faca uma série de experimentos, onde mudancas intencionais sao feitas nas variaveis
de entrada para de fato compreender as suas relagcdes de causa e efeito com 0s
resultados de saida. Podemos utilizar essas respostas as variaveis de entrada, por
exemplo, para melhorias no processo (MONTGOMERY; CUSTER; MCCARVILLE,
2013).

Como geralmente os fatores de entrada ndo séao independentes entre si, 0
método fator-por-fator ndo € uma ferramente adequada, pois vai requerer uma alta
guantidade de experimentos, e consequentemente dispender de mais tempo e
recursos. Devido a isso, o0 planejamento de experimentos (DOE) € uma abordagem
mais eficaz, pois seu objetivo € determinar o numero ideal de experimentos
necessarios para que se obtenha o ponto 6timo de operacdo com um certo grau de
confiabilidade, levando em consideracdo as interacbes entre as variaveis
(MONTGOMERY; CUSTER; MCCARVILLE, 2013).

Uma das estratégias de experimentacdo mais utilizada € a chamada OFAT (do
inglés, one-factor-at-a-time), que consiste em variar apenas um fator, enquanto os
outros sdo mantidos constantes. A principal desvantagem dessa técnica é que ela ndo
considera qualquer interacdo possivel entre os fatores, enquanto um deles é alterado.
Essas interacfes sdo muito comuns, e se ocorrerem, a estratégia pode apresentar
resultados bastante ruins; por isso, 0s experimentos fatoriais sempre sdo mais
adequados. Nos experimentos fatoriais, os fatores séo variados conjuntamente, ao
invés de um de cada vez, e dessa forma sdo capazes de verificar a existéncia de
interacdes entre duas ou mais variaveis do processo (MONTGOMERY; CUSTER;
MCCARVILLE, 2013).

2.7.1 Planejamento fatorial 2k
Existem varios casos de planejamento para a analise fatorial. Os mais utilizados

sdo os modelos do tipo 2%, onde k representa o niumero de fatores independentes no

experimento, e cada fator € testado em dois niveis, um baixo (-1) e um alto (+1), ao
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mesmo tempo. Os planejamentos 2k presumem modelos lineares, e sdo muito Uteis
em estagios iniciais de uma pesquisa ou trabalho, quando existem ainda muitos
fatores a serem investigados (MONTGOMERY; CUSTER; MCCARVILLE, 2013).

Quando o interesse for variar trés fatores, cada um em dois niveis, utiliza-se o
planejamento fatorial 23, onde existem 8 combinacdes de experimento, que podem ser
exibidas geometricamente como um cubo, conforme ilustra a Figura 11a. Utilizando
0s niveis baixo (-1) e alto (+1), é possivel listar as 8 execuc¢des no projeto 23, como
mostra a Figura 11b (MONTGOMERY; CUSTER; MCCARVILLE, 2013).

Figura 11 — Representacao do planejamento fatorial 23: (a) visdo geométrica;
(b) lista de experimentos

be abe

a) ~1 b)
Alto + ‘ e Fator
Experimentos A B C
b ba—————— ab Alto +
= L 1
B 2 2 -
. # / 'D;b 3 _
- oA
Baixo - T 4 [ '
1) i1 Baixo : *
P 6 %
. 7 - - +
Baixo - Alto + g N N

Fator A

Fonte: Montgomery, Custer e Mccarville (2013).
2.7.2 Analise estatistica

Através de softwares adequados € possivel adquirir diversos parametros com
os resultados obtidos na realizacdo dos experimentos. A significAncia estatistica dos
fatores independentes, ou da interacdo entre eles, é um dos mais importantes para se
verificar a influéncia dos mesmos sobre a variavel resposta (MONTGOMERY;
CUSTER; MCCARVILLE, 2013).

De modo a obter esse parametro, um nivel de significancia (a) é definido, valor
gue representa o intervalo de confianga escolhido para o planejamento experimental.
Para que um fator seja estatisticamente significante sobre a variavel resposta, deve
apresentar um p-valor que nao ultrapasse o nivel de significancia de cada variavel
independente ou interacdo entre elas. Além do p-valor, que representa a significancia

de cada fator no modelo, também é possivel calcular um F-valor para se ter ideia
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também da significancia do modelo como um todo. O valor de F encontrado deve ser

maior do que o valor de F tabelado para os parametros utilizados no DOE para que o
modelo seja estatisticamente significativo (SPIEGEL, 2004; MONTGOMERY;
CUSTER; MCCARVILLE 2013). Os parametros necessarios para encontrar o valor de

F estdo dispostos na Tabela 1 e geralmente sédo fornecidos pelo software utilizado

para o planejamento de experimentos.

Tabela 1 — Andlise de variancia (ANOVA)

Soma dos Grau de Média dos =
quadrados liberdade quadrados
Regressao SQR GLR MQR = (SBIELS F= m—g—g
Residuos (Erro) SQE GLE MQE = % -
Total SQT GLT - -

SQR: soma dos quadrados do modelo, SQE: soma dos quadrados do residuo, SQT: soma dos
quadrados total, GLR: grau de liberdade do modelo, GLE: grau de liberdade do residuo, GLT: grau de
liberdade total, MQR: média dos quadrados do modelo, MQE: média dos quadrados do residuo.

Fonte: Adaptado de Silva (2008).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

Os reagentes quimicos utilizados neste trabalho foram: &acido acético
glacial 100% (C2H4O2, Merck), hidroxido de sodio (NaOH, Merck),
glutaraldeido 50% (m/v) (CsHsOz2, Sigma-Aldrich), nitrato de prata (AgNOs, Merck),
boroidreto de sédio (NaBH4, Merck) e citrato de sodio tribasico dihidratado
(NasCsHs07, Sigma-Aldrich). A quitosana de alta massa molar foi adquirida da Sigma-
Aldrich. Todas as solu¢des aquosas foram preparadas com agua deionizada ultrapura
(resistividade de 18,2 MQ cm), obtida a partir de um equipamento Millipore
Direct-Q 3 UV.

3.2 SINTESE E CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

3.2.1 Sintese das AgNPs

As AgNPs foram obtidas pela reducdo quimica do AgNOs por NaBHs na
presenca de NasCsHsO7, utilizado como estabilizante, com base no método proposto
por Eltz (2017). Para tanto, 250 mL de uma solucdo de NasCsHs0O7 na concentracao
de 0,25 mmol L* foram adicionados a 250 mL de uma solugdo de AgNOs de mesma
concentracdo, e manteve-se essa mistura sob agitacdo magnética durante 30 s. Em
seguida, 10 mL de uma solucdo de NaBHs 1,00 mmol L (recém-preparada) foi
adicionada lentamente a mistura, a qual manteve-se sob agitagdo por mais 60 s. A

solucao foi utilizada logo apés o seu preparo.

3.2.2 Caracterizagcédo das AgNPs

As AgNPs foram caracterizadas por meio da técnica de espectroscopia de
absorcéo na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis). Os espectros foram registrados
em um espectrofotbmetro Thermo Scientific Evolution 60, no Laboratério de Ciéncia
dos Materiais da Universidade de Caxias do Sul (LCMAT/UCS), na faixa de
comprimento de onda situada entre 300 e 500 nm.
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3.3 PREPARACAO DAS MICROESFERAS DE QUITOSANA E PLANEJAMENTO
EXPERIMENTAL

O método utilizado na preparacéo das microesferas de quitosana teve por base
o procedimento descrito por Barreiro-Iglesias, Concheiro e Alvarez-Lorenzo (2005).
No entanto, as condicdes que influenciam diretamente nas propriedades bactericidas
desses materiais foram previamente avaliadas por meio de um planejamento

experimental do tipo 23.
3.3.1 Preparacao das microesferas e incorporacédo das AgNPs
As microesferas de quitosana contendo AgNPs foram preparadas a partir da

dissolucéo de 1,5 g de quitosana em 100 mL de acido acético (de concentracéo 0,25,

0,50 ou 0,75 mol L), sob agitagdo magnética durante 15 min (Figura 12).

Figura 12 — Solucéo de quitosana em acido acético, apos agitacdo magnética

Fonte: O autor (2019).

Essa solugéao foi mantida em repouso por 24 h com o objetivo de solubilizar
completamente o biopolimero e eliminar as bolhas formadas durante o processo de

dissolucéo (Figura 13).

Figura 13 — Solucéo de quitosana em &cido acético, apos 24 h sob repouso

Fonte: O autor (2019).
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Ao término dessa etapa, um certo volume de AgNPs (1,0, 2,0 ou 3,0 mL) foi
adicionado a uma determinada massa da solucdo de quitosana (7,0 8,0 ou 9,0 g), de
modo a preparar solucdes de 10,0 g, com diferentes percentuais de AgNPs na
amostra. Por fim, um certo volume de glutaraldeido foi adicionado a solucédo (30,0,
45,0 ou 60,0 pL), e a mesma foi gotejada, com o auxilio de uma seringa de 10 mL, em
uma solucdo de NaOH 1,5 mol L. A formacéo das microesferas (Figura 14) se deve
ao fato de que a quitosana € solivel em meios &cidos, porém € insolivel em meios
alcalinos (GONSALVES, 2011). Elas foram deixadas em repouso nessa solugao

durante 1 h, e logo ap0s lavadas e armazenadas em agua para posterior utilizacéo.

Figura 14 — Microesferas de quitosana com AgNPs e reticuladas com glutaraldeido

3.3.2 Planejamento experimental

Com o objetivo de definir as condi¢des experimentais que resultassem em um
material com a maior atividade bactericida possivel, foi utilizado um planejamento
experimental do tipo 23. Para tal, foram variados, durante a preparacdo das
microesferas, a concentragdo molar de acido acético, o volume de agente reticulante
(glutaraldeido), e o percentual de AgNPs adicionado a solucao. A variavel resposta foi
a medida das zonas de inibicdo, obtidas para cada microesfera, em ensaios com

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.



40

O modelo experimental proposto, para trés variaveis, resultou em um total de
9 experimentos Unicos, com triplicata do ponto central, resultando em 11 ensaios. A
andlise dos experimentos foi efetuada com o auxilio do Software Statistica 10, onde a
significancia estatistica dos fatores foi avaliada por meio da técnica de Analise de
Variancia (ANOVA). Na Tabela 2 pode ser visualizada a matriz experimental gerada
no software, onde A, B e C sédo as variaveis concentracdo molar de acido
acético (mol L), volume de glutaraldeido (uL) e o percentual de AgNPs no material
(%), respectivamente. Os intervalos dos valores utilizados foram definidos com base

em testes preliminares, e o0s experimentos foram realizados em ordem aleatéria.

Tabela 2 — Matriz do planejamento experimental

Experimentos Valores codificados Valores reais
A B C A B C

7 -1 1 1 0,25 60,0 30,0
2 1 -1 -1 0,75 30,0 10,0
9 (C) 0 0 0 0,50 45,0 20,0
3 -1 1 -1 0,25 60,0 10,0
1 -1 -1 -1 0,25 30,0 10,0
11 (C) 0 0 0 0,50 45,0 20,0
8 1 1 1 0,75 60,0 30,0
10 (C) 0 0 0 0,50 45,0 20,0
6 1 -1 1 0,75 30,0 30,0
4 1 1 -1 0,75 60,0 10,0
5 -1 -1 1 0,25 30,0 30,0

A: concentragdo de acido acético (mol L1), B: volume de glutaraldeido (uL), C: percentual de solucao
de AgNPs no material.
Fonte: O autor (2019).

3.3.3 Avaliagéo da atividade bactericida

Para avaliar a atividade bactericida das microesferas de quitosana contendo as
AgNPs, e obter a varidvel resposta do planejamento experimental, as mesmas foram
submetidas ao teste de difusdo em agar utilizando duas bactérias: E. coli (Gram-
negativa) e S. aureus (Gram-positiva). Suspensdes das duas bactérias foram
preparadas e espalhadas de forma homogénea sobre o agar nutriente, contido em
diferentes placas de Petri, onde as microesferas obtidas em cada experimento do
planejamento experimental foram depositadas (uma placa de Petri para cada micro-

organismo). As placas de Petri foram incubadas em uma estufa bacteriolégica a uma
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temperatura de 37 °C por 24 h, e ao término desse periodo, as zonas de inibicdo foram

medidas com o auxilio de uma régua.
3.4 DESINFECC}AO DO EFLUENTE INDUSTRIAL

Através do resultado obtido no planejamento experimental, as microesferas de
quitosana contendo AgNPs de condicao experimental correspondente a maior zona
de inibicdo, ou seja, maior atividade bactericida, foram aplicadas na desinfec¢éo de
uma amostra de efluente industrial.

O ensaio consistiu em agitar, em uma incubadora do tipo shaker, seis
recipientes contendo 150 mL do efluente e 50 microesferas (Figura 15), por periodos
de 30, 60, 90, 120, 150 e 180 min, de modo a analisar o percentual de remocao de
coliformes totais em funcdo do tempo de contato. Além das seis amostras do ensaio,
o efluente bruto também foi analisado para que fosse possivel calcular o percentual

de remocéo, a partir dos valores da amostra sem tratamento.

Figura 15 — Amostras dispostas na incubadora do tipo shaker antes do ensaio de
desinfeccao do efluente industrial

Fonte: o autor (2019).

A determinacdo da quantidade de coliformes totais e bactérias E. coli no
efluente antes e depois do ensaio de desinfec¢ao foi realizada por meio da técnica de
contagem em profundidade, utilizando placas Petriflm. O ensaio consistiu em
depositar 1,0 mL do efluente no centro da placa Petrifilm e agitad-la para que o liquido
se espalhasse. As placas foram incubadas por 24 h a 35 °C, e as coldnias azuis com

bolhas de gas foram entéo contadas.
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3.4.1 Amostra de efluente industrial

O efluente industrial utilizado nesse trabalho foi proveniente de uma fabrica de
artigos de cutelaria em aco inoxidavel, localizada na regido da Serra Gaulcha, que gera
em seu processo produtivo efluentes que possuem elevado pH, metais e materiais
insoliveis. No tratamento realizado pela empresa, esse efluente passa,
primeiramente, por um tratamento fisico-quimico utilizando a coagulacgéo, a floculagéo
e a sedimentacdo, visando a remoc¢ao de poluentes inorganicos, materiais insolaveis,
metais e soOlidos em suspenséo e, em seguida, por um tanque biolégico para remover
a matéria organica dissolvida ou em suspencao. A Figura 16 mostra um fluxograma
simplificado do atual sistema de tratamento de efluentes da empresa. A 4gua
resultante do tratamento € levada a um reservatério, onde € misturada com agua da
chuva, a fim de ser reutilizada no processo produtivo. Atualmente, cloro é adicionado
a agua do reservatério para eliminar os micro-organismos presentes. O efluente
utilizado no presente trabalho foi retirado do sistema de tratamento antes de chegar a

esse reservatorio onde o cloro é adicionado.

Figura 16 — Fluxograma simplificado do sistema de tratamento de efluentes de uma
indUstria metallrgica
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Fonte: Adaptado de Lovatel (2014).
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3.5 QUANTIFICACAO DA PRATA LIXIVIADA PARA O EFLUENTE APOS O
ENSAIO DE DESINFECCAO

A prata lixiviada para o efluente durante os ensaios de desinfec¢do foi
quantificada, para todas as amostras, por meio da técnica de espectrometria de
emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES), com limite de
deteccéo de 0,0093 mg L1. O método utilizado foi 0 3120B do Standard Methods for
Examination of Water and Wastewater 239 edition.

3.6 CARACTERIZACAO DAS MICROESFERAS DE QUITOSANA COM AgNPs

3.6.1 Difrag&o de raios X (DRX)

A difracdo de raios X é uma técnica espectroscopica muito utilizada para a
avaliacdo das propriedades estruturais de compdsitos a base de quitosana.
Inicialmente, avaliou-se a quitosana comercial e posteriormente as microesferas de
quitosana reticuladas com o objetivo de verificar uma possivel diminuicdo da
cristalinidade no material, apés a reticulagéo e adicao das AgNPs ao biopolimero.

Todas essas analises serdo realizadas em um difratbmetro de raios X
SHIMADZU XRD-6000, localizado no Laboratério Central de Microscopia (LCMIC) da
UCS, a temperatura de 25 °C e no modo reflexdo (CuKa, A = 1,5405 A), em uma faixa

de varredura de 1° < 26 < 45°, com passo angular de 0,05°.

3.6.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier € considerada
uma das técnicas espectroscopicas mais importantes para a caracterizacdo de
polimeros, pois permite a identificacdo de caracteristicas estruturais do material, como
grupos funcionais e ligacdes presentes na amostra.

A andlise foi realizada em um espectrofotdmetro Perkin Elmer Spectrum 400,
no Laboratério de Polimeros (LPOL) da UCS, com um acessorio de refletancia total
atenuada (ATR) horizontal, empregando um cristal de diamante. Os espectros foram
registrados na faixa de 4000 a 400 cm*, com uma resolucédo nominal de 2 cm? e 32

varreduras.
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3.6.3 Termogravimetria (TGA)

A analise termogravimétrica é uma técnica utilizada para determinar a variagdo
da massa de uma amostra em funcao da temperatura ou do tempo, e para isso utiliza-
se uma programacéo controlada de temperatura a que a amostra € submetida. E
possivel, através dessa técnica, avaliar alteracbes que ocorrem no material, bem
como determinar a faixa de temperatura em que o mesmo adquire composi¢cao
quimica definida e constante. Além disso, pode-se acompanhar a desidratacdo e a
decomposicdo do material, bem como outras reacgdes.

As curvas termogravimétricas (TGA) foram registradas em um analisador
Shimadzu TGA-50 no Laboratério de Polimeros (LPOL) da UCS. As analises foram
realizadas sob atmosfera inerte de N2, com fluxo de 50 mL min-*. Utilizou-se um porta-
amostra de platina aquecido de 30 a 700 °C, com uma taxa de aquecimento de
10 °C min,
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DAS AGNPS

A realizacao de ensaios preliminares evidenciou a necessidade de se sintetizar
AgNPs, a partir de solu¢cdes mais concentradas de AgNOs, visando a obtencdo de
microesferas de quitosana mais eficientes em relacéo ao efeito bactericida. Para tanto,
optou-se por duplicar e quadruplicar a concentracéo do sal precursor de prata utilizada
no método descrito por Eltz (2017), e avaliar o resultado obtido ao término das
sinteses por meio da técnica de espectroscopia de absorcdo na regido do ultravioleta
e visivel (UV-Vis).

Na Figura 17 é possivel observar as bandas caracteristicas das AgNPs
sintetizadas, utilizando-se concentracdes iniciais de 0,25 (AgNPs 1), 0,5 (AgNPs 2) e
1,0 mmol Ag* Lt (AgNPs 3).

Figura 17 — Espectros de absorcéo na regiao do UV-Vis das solugdes contendo
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AgNPs 1: 0,25 mmol Ag* L%, AgNPs 2: 0,50 mmol Ag* L%, AgNPs 3: 1,0 mmol Ag* L.
Fonte: o autor (2019).

Os comprimentos de onda de maxima absorcao (Amax) para as AgNPs 1,2 e 3

encontram-se, respectivamente, em 392, 393 e 388 nm. De acordo com Yin et al.
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(2013), bandas por volta de 400 nm caracterizam a formacéao de AgNPs esféricas. O
deslocamento do comprimento de onda da solugcdo preparada com a maior
concentracdo do sal precursor de prata, por sua vez, indica que as AgNPs esféricas
possuem um diametro menor em relagdo as outras duas solucbes preparadas
(KUMAR et al, 2017). Além disso, uma banda Unica de absorcdo sugere uma alta
simetria das particulas esféricas. Em relacdo a absorbancia, as diferencas observadas
tém uma correlacao direta com as concentracfes de AgNOs utilizadas na sintese das
AgNPs, podendo ser evidenciada uma relacdo proporcional entre a concentracdo do
sal precursor de prata utilizada e a intensidade do Amax (SCHNEID, 2014).

Ao constatar a formacdo das AgNPs nas trés solucdes, aguela com o maior
teor de sal de prata (AgNPs 3) foi selecionada para ser utilizada na preparacao das
microesferas durante o planejamento experimental, devido a ensaios preliminares que
comprovaram uma maior atividade bactericida para maiores concentraces de prata

na solucéo.

4.2 ATIVIDADE BACTERICIDA DAS MICROESFERAS DE QUITOSANA E
PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Onze amostras diferentes foram obtidas ao realizar o planejamento
experimental, as quais foram analisadas através do teste de difusdo em agar com
bactérias E. coli (Gram-negativa) e S. aureus (Gram-positiva). Os resultados foram
positivos para todas as amostras, apesar da medida do halo de inibi¢do variar de uma
amostra para outra, comprovando o efeito bactericida das microesferas de quitosana.
Na Figura 18 é possivel observar o halo de inibicdo formado por algumas das
amostras testadas, tanto para bactérias E. coli (Figura 18a) quanto para bactérias

S. aureus (Figura 18b).
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Figura 18 — Teste de difusdo em agar evidenciando os halos de inibicéo:
(a) bactéria E. coli; (b) bactéria S. aureus

Fonte: o autor (2019).

Para que o software Statistica forneca os resultados do planejamento
experimental, € necessario informar, além das trés variaveis utilizadas, uma variavel
resposta. Para tal, efetuou-se o célculo da média de trés halos de inibicdo obtido para
cada bactéria, e depois a média entre o resultado obtido para as duas bactérias. A
Tabela 3 apresenta o resultado do planejamento fatorial 23, em termos da medida do
halo de inibicdo encontrado para cada microesfera, além do desvio padréo para cada
resultado. A microesfera de quitosana contendo AgNPs que apresentaram o melhor
resultado no teste de difusdo em agar foram aquelas preparadas com acido
acético 0,75 mol L, 60 pL de glutaraldeido 25% (m/v) e 30% de solucdo de AgNPs

no material (amostra 8).



48

Tabela 3 — Matriz resultante do planejamento fatorial 23

Concentracao Vol d Percentual Halo d D .
. molar de olume de de AgNPs | . alo de esvio
Experimento | , . - glutaraldeido . inibicao | padréo
acido acético (uL) no material (mm) (mm)
(mol/L) (%)
1 0,25 30,0 10,0 9,48 1,53
2 0,75 30,0 10,0 10,52 0,61
3 0,25 60,0 10,0 6,88 0,88
4 0,75 60,0 10,0 10,95 1,83
5 0,25 30,0 30,0 7,48 0,95
6 0,75 30,0 30,0 8,38 0,58
7 0,25 60,0 30,0 7,97 0,94
8 0,75 60,0 30,0 12,59 2,31
9 0,50 45,0 20,0 10,17 1,69
10 0,50 45,0 20,0 9,09 0,07
11 0,50 45,0 20,0 10,74 2,21

Fonte: O autor (2019).

Para que um fator seja estatisticamente significativo sobre uma variavel
resposta, o seu valor de p deve ser inferior aquele determinado como intervalo de
confianga. Nesse caso, o intervalo de confianca utlizado foi de 90%, o que
corresponde a um p de 0,10. Na Tabela 4 estdo destacados, em vermelho, os fatores
com maior significancia estatistica no planejamento fatorial 23 realizado, onde é
possivel visualizar que o fator com maior influéncia sobre a variavel resposta foi a

concentracdo molar de acido acético, que apresentou um p igual a 0,026401.

Tabela 4 — Efeitos estimados do planejamento fatorial 23

R2=0,91383; RZajustado=0,71276

Parametro Efeito Erro t(3) P

Intercepto 9477273 | 0276982 | 3421619 | 0.000055
Concentragao molar

scido aoetico (molll) (1) | 2657500 | 0,649581 4.09110 0,026401
Volume ?Ef)"‘é?ra'de'do 0,632500 | 0,649581 0,97371 0,402019
% AgNPs (3) 20.352500 | 0,649581 054266 | 0625085
le2* 1.687500 | 0.649581 2.59783 0,080527
l1e3 0,102500 | 0,649581 0,15779 0,884642
2e 3" 1,717500 | 0.649581 2.64401 0,077389
1,2e3 0,172500 | 0,649581 0,26556 0,807784

*Fatores com maior significancia estatistica no planejamento fatorial 23 realizado.

Fonte: o autor (2019).

Pdde-se observar uma relagdo proporcional entre a concentragdo molar de

acido acético e o resultado obtido em termos da medida do halo de inibicdo nos testes
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de difusdo em agar com as microesferas, ou seja, quanto maior a concentracéo do
acido, maior a atividade bactericida das microesferas. Por fim, a interacdo entre a
concentracdo molar de acido acético e o volume de glutaraldeido, e entre o volume
de glutaraldeido e o percentual de solucdo de AgNPs utilizado na preparacdo das
microesferas, também se mostraram estatisticamente significativas.

Através do coeficiente de determinacédo (R?2) é possivel fazer uma avaliacao da
existéncia de uma relacdo entre a variavel resposta e pelo menos uma das variaveis
de um modelo de regressao linear. Quando R? € igual a 1, diz-se que existe uma
correlacéo linear perfeita, e quando R2 € igual a 0 ele é considerado completamente
inexplicado (SPIEGEL, 2004). No presente planejamento de experimentos obteve-se
um R2 de 0,91383, o que permite inferir que 91,38% das varia¢cdes que ocorreram na
variavel resposta podem ser explicadas pelos fatores analisados.

Além disso, ha também o valor de RZajustado que leva em consideragéo o nimero
de variaveis medidas, e como elas interferem no sistema. Esse valor s6 aumenta
quando essas variaveis melhoram a performance do modelo significativamente. O
valor do R2ajustado (0,71276) ficou relativamente distante do de R?, o que significa que
algumas variaveis analisadas nao explicam satisfatoriamente o modelo.

A Figura 19 mostra o diagrama de Pareto, onde € possivel analisar visualmente
a influéncia dos fatores estudados na medida do halo de inibicdo encontrado. O
mesmo é expresso em fungdo dos valores de t(3) também apresentados na Tabela 4,
gue correspondem ao teste t de Student, onde o software calcula a razdo entre o efeito
e o erro de cada fator, e 0 compara com o dos outros fatores. A linha transversal do
grafico, em vermelho, é o limite que divide as variaveis que sao significativas ou néo
para um p = 0,10, correspondente a um intervalo de 90% de confianca. Os fatores
estatisticamente significativos sdo aqueles que ultrapassam a linha vermelha, e estéo

dispostos na ordem crescente de significancia estatistica.
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Figura 19 — Diagrama de Pareto para o planejamento fatorial 23
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Fonte: o autor (2019).

O resultado da andlise de variancia (ANOVA) encontra-se sumarizado na
Tabela 5, onde a razdo entre a média dos quadrados do modelo (regressédo) e dos
residuos resulta no valor de F, que mostra se o modelo € ou ndo significante como um
todo. Para isso, o valor encontrado de F deve possuir magnitude maior que o valor
tabelado para o planejamento experimental em questdo. Uma vez que o valor de F
encontrado foi de 12,52, e que o tabelado é Fs.4,0.10 = 4,01 (Anexo A), pode-se concluir

gue o modelo tem significancia estatistica.

Tabela 5 — ANOVA para o planejamento fatorial 23

Soma dos Graus de Média dos =
guadrados liberdade gquadrados
Regresséo 27,8953 6 4,6492 12,52
Residuos 1,4851 4 0,371275 -
Total 29,3804 10 - -

Fonte: o autor (2019).

A partir da definicdo dos fatores estatisticamente significativos, uma regressao
considerando apenas esses parametros e o coeficiente linear da curva foi realizada,
a fim de se obter o0 modelo representado pela Equacao 3, baseando-se em valores
nao codificados dos fatores independentes, variando entre o ponto alto, central e
baixo. As variadveis C, V e P representam, na equacdo, a concentracdo de &cido
acético (mol L), o volume de glutaraldeido (uL) e o percentual de solucéo de AgNPs

no material, respectivamente.
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Halo (mm) = 16,24 - 4,81 C - 0,2059 V - 0,2752 P + 0,2250 C V + 0,00572 V P 3

E possivel fazer uma avaliagdo desse modelo através da Figura 20, onde est&o
dispostos os valores preditos e aqueles observados como variavel resposta do
planejamento de experimentos. Se esses dois valores fossem equivalentes, todos os
pontos azuis estariam localizados sobre a reta vermelha. Apesar disso, € possivel

inferir que os resultados observados se aproximam dos valores preditos.

Figura 20 — Valores observados vs valores preditos para o modelo
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Fonte: o autor (2019).

Os perfis de superficie de resposta para o DOE estdo apresentados na
Figura 21, onde é possivel observar, em cada um deles, o comportamento de duas
variaveis em relacdo a variavel resposta. Nota-se tanto em (a) como em (b), o que foi
obtido como resultado para o planejamento de experimentos: que a concentracéo do
acido acético é o fator com maior significancia estatistica dentre os fatores analisados,
implicando em maiores halos de inibicdo para maiores concentracdes. Além disso, é
possivel também verificar que maiores volumes de glutaraldeido propiciam maiores
halos de inibicdo, o que se deve a reticulacdo que confere uma maior porosidade e
area superficial ao material, aumentando a adsor¢céo das AgNPs e consequentemente
a atividade bactericida (BEPPU; ARRUDA; SANTANA, 1999; VIEIRA, 2004) Em (c),
por sua vez, observa-se que o volume de glutaraldeido e o percentual de solucéo de
AgNPs no material comportam-se de maneira proporcional, ou seja, os melhores
resultados em termos do halo de inibicdo ocorrem ou quando utilizado o nivel baixo,

ou quando utilizado o nivel alto para ambos.
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Figura 21 — Perfil de superficie de resposta para o planejamento fatorial 23 para:
(a) concentracéo Acido acético (mol L) vs volume glutaraldeido (uL);

(b) concentragédo acido acético (mol L) vs percentual de AgNPs na amostra (%) e
(c) volume glutaraldeido (uL) vs percentual de AgNPs na amostra (%)
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4.3 DESINFECCAO DO EFLUENTE INDUSTRIAL

O efluente bruto (antes do tratamento com as microesferas de quitosana
contendo AgNPs) apresentou uma contaminacao por E. coli e coliformes totais de
cerca de 63 e 556 UFC min, respectivamente. O ensaio foi realizado com as
microesferas que apresentaram maior atividade bactericida no planejamento
experimental, ou seja, aquelas preparadas com &cido acético 0,75 mol L, 60,0 pL de
glutaraldeido e 30% de solucdo de AgNPs no material.

Ensaios preliminares comprovaram a inexisténcia de alteracdes significativas
no numero de bactérias até 60 min de ensaio, e por esse motivo um novo experimento
foi realizado com o objetivo de analisar o comportamento do material em um tempo

de contato maior, de até 180 min, o que pode ser verificado na Figura 22.

Figura 22 — Remocéo de bactérias E. coli e coliformes totais em funcéo do
tempo de tratamento do efluente industrial
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Fonte: o autor (2019).

A partir dos 90 min de tratamento, é possivel observar que o numero de
unidades formadoras de coldnia por mililitro comecou a reduzir, e que em 180 min o
tratamento inativou completamente as bactérias E. coli do efluente, comprovando a
atividade bactericida das microesferas. Em termos de coliformes totais, ao término do
ensaio, o efluente apresentou uma contaminacdo de 264 UFC min’, sendo a sua
remocao de aproximadamente 47%. Esse resultado pode ter sido observado porque

7

a concentragdo inicial de bactérias E. coli no efluente € mais baixa do que a
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concentracédo inicial de coliformes totais, ou entdo pelo fato de que provavelmente
outras bactérias apresentem maior resisténcia as AgNPs do que as bactérias E. coli,
ja que bactérias diferentes requerem inativag@es diferentes.

Ao sintetizar pellets de quitosana contendo AgNPs, e submeté-los a um ensaio
de desinfeccdo semelhante ao deste trabalho, Raota (2018) também evidenciou um
resultado positivo, no qual foram removidas cerca de 50% das bactérias E. coli
presentes no efluente em 120 min de tratamento. Sanpui et al (2008), por sua vez,
inativou bactérias E. coli presentes em um outro efluente em cerca de 4 h, utilizando

também um material composto de quitosana e AgNPs.

4.4  QUANTIFICACAO DA PRATA LIXIVIADA PARA O EFLUENTE APOS O
ENSAIO DE DESINFECCAO

As andlises de gquantificacdo de prata lixiviada para o efluente, durante os
ensaios de desinfec¢cdo em fungéo do tempo, resultaram em uma quantidade menor
do que a do limite de deteccdo do método. Isso significa que a prata lixiviada para o
meio foi menor que 0,0093 mg L para todas as amostras.

A quantidade de prata encontrada ao final dos ensaios, portanto, € inferior a
guantidade maxima permitida pelo Conselho Estadual do Meio Ambiente na
Resolucdo CONSEMA n° 128 (BRASIL, 2006), a nivel estadual, e também pelo
Conselho Nacional do Meio Ambiente na Resolugéo n°® 430 (BRASIL, 2011), a nivel
nacional, que é de 0,1 mg L de prata para efluentes liquidos de fontes poluidoras.

Esse resultado indica que as microesferas de quitosana contendo AgNPs néo
oferecem riscos a salde humana e impactos ambientais referentes a lixiviacdo da

prata para o efluente apds o ensaio de desinfeccéo.

4.5 CARACTERIZACAO DAS MICROESFERAS DE QUITOSANA COM AGNPS

As andlises quimicas foram realizadas para as microesferas de quitosana
contendo AgNPs que apresentaram maior atividade bactericida no planejamento
experimental, ou seja, as mesmas utilizadas no ensaio de desinfec¢cdo do efluente
industrial, preparadas com &cido acético 0,75 mol L, 60,0 uL de glutaraldeido e 30%
de solugcéo de AgNPs no material.
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4.5.1 Difracao de raios X (DRX)

A técnica de difracdo de raios X foi utilizada com o objetivo de avaliar a
influéncia do glutaraldeido na reacdo de reticulacdo com a quitosana. Os
difratogramas obtidos para a quitosana comercial e reticulada podem ser observados

na Figura 23.

Figura 23 — Difratogramas de raios X para a quitosana comercial e reticulada
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Fonte: o autor (2019).

De acordo com Ding et al (2015) e Silva et al (2015) a estrutura da quitosana
comercial é semicristalina, com picos acentuados em 26 = 10° e 20°.

A reacéo de reticulacdo promove a formacdo de uma rede tridimensional na
estrutura da quitosana e quanto maior for a extensdo dessa reacao, mais amorfo sera
o material final (CRINI, 2005). No difratograma da quitosana reticulada é possivel
notar um pequeno deslocamento dos picos, em relacédo ao da comercial, além de uma
diminuicdo significativa na intensidade dos mesmos, resultado de uma diminui¢cao da
cristalinidade do material. Isso ocorre porque a reacdo de reticulacdo quebra as
interacdes de hidrogénio intra e intermoleculares formadas entre os grupamentos
amino, hidroxila, amida e outros grupos funcionais presentes na estrutura da
quitosana (CHO et al, 2012; SILVA et al, 2015).
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Os picos de difracdo caracteristicos da prata em 20 = 38,1° e 44,2°, por sua
vez, ndo foram observados no difratograma de raios X das microesferas reticuladas
contendo AgNPs, o que se deve provavelmente a baixa concentracdo de prata no
material (ZHAO et al, 2014).

4.5.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

O espectro de absorc¢éo na regido do infravermelho de uma substancia fornece
informacGes sobre os grupos funcionais presentes em sua estrutura, e pode ser
utilizado para investigar um composto ou sua composi¢cdo quimica. A regido do
infravermelho de maior interesse para esta técnica esta situada no intervalo de
nimero de onda de 4000 — 400 cm™.

No espectro da quitosana comercial, grupos caracteristicos podem ser
visualizados através das absor¢cdes mais significativas (Figura 24). As bandas de
absorcao entre 3350 e 3290 cm™, por exemplo, referem-se ao estiramento NH de
grupos -NH2 e de grupos -OH, enquanto em 2915 cm verifica-se o estiramento CH
do grupo -CH2. JA as bandas situadas em 1652 e 1557 cm* referem-se ao
estiramento C=0 de amida secundaria e a deformacao angular simétrica NH do grupo
NHz, respectivamente, enquanto a banda em 1374 cm é atribuida a vibracédo C-H do
grupo CHs, e aquela em 1027 cm indica o estiramento C-O de &lcool primario
(TOALDO, 2015; SILVA, 2017).

Algumas evidéncias das mudancas ocorridas na quitosana reticulada podem
ser observadas no espectro também apresentado na Figura 24. A diminuicdo da
intensidade das bandas de absorc¢édo entre 3350 e 3290 cm™t, por exemplo, indica que
0 processo de reticulagédo ocorreu por meio dos grupos -NHz e -OH. Além disso, entre
1200-1150 cm™* h& a diminuicdo ou desaparecimento de uma banda, caracteristica de
grupos amino, em resposta ao bloqueio por glutaraldeido, que acaba formando
ligacbes N=C, comprovando a reticulacdo. Também pode-se observar uma pequena
diminuicdo da intensidade da banda em 1632 cm, referente a deformacédo C=0 de
amidas secundarias, um grande aumento na banda em 1547 cm, referente a
deformacgé&o angular simétrica NH do grupo NHz, e o aparecimento de uma nova banda
em torno de 1403 cm atribuida a deformacéo de N-H de amina priméria (TOALDO,

2015; FARIA, 2017). No entanto, ndo ha evidéncias da banda caracteristica a
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reticulacdo relacionada ao grupo aldeidico livre préximo a 1720 cm™, o que é

corroborado pelos resultados obtidos por Oyrton et al (1999) e Oliveira (2005).

Figura 24 — Espectro de FT-IR para quitosana comercial e reticulada
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Fonte: o autor (2019).

4.5.3 Termogravimetria (TGA)

A estabilidade térmica da quitosana comercial e reticulada foi avaliada por meio
da analise termogravimétrica (TGA), sendo que as derivadas das curvas
termogravimétricas (DTG) foram igualmente apresentadas para melhor interpretacéo
dos resultados.

Analisando os termogramas da quitosana comercial (Figura 25) e da quitosana
reticulada (Figura 26), observa-se que 0 primeiro evento que ocorre em ambos
materiais se deve a perda de agua adsorvida. A quitosana apresenta, ao longo de sua
cadeia macromolecular, grupos amino e hidroxila que permitem interacées com a

agua por meio de ligacdes de hidrogénio, o que torna o material fortemente hidrofilico
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(DANTAS et al, 2016). A quitosana comercial apresentou uma perda de massa de
7,3% em 73 °C, enquanto a quitosana reticulada teve uma reducao de 18,50% da sua
massa entre 75,3 °C e 187,6 °C.

O segundo evento térmico observado para a quitosana comercial ocorreu em
316,7 °C, com uma perda de massa de 57,4%. Ja para a quitosana reticulada, esse
evento ocorreu em duas etapas, nas temperaturas de 285,6 °C e 312,4 °C, com uma
perda de massa total de 52,5%. Essa perda estéd relacionada a degradacédo do
material, onde ocorre a quebra aleatoria da cadeia polimérica, resultando em

desidratacéo dos anéis sacarideos e desaminacao (DANTAS et al, 2016).

Figura 25 — Curvas de TGA e DTG da quitosana comercial
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Figura 26 — Curvas de TGA e DTG da quitosana reticulada
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Teoricamente, a quitosana reticulada deveria apresentar uma maior
resisténcia térmica do que a comercial. No entanto, segundo Silva (2017), que
também observou uma temperatura de degradacao inferior no material reticulado do
gue na quitosana pura, a diminuicdo da estabilidade térmica da quitosana reticulada
pode ser atribuida aos novos grupos funcionais introduzidos a estrutura, indicando
uma possivel interacdo entre as fases que desestabiliza a quitosana. Ainda nesse
ambito, Torres (2006) aponta que ao reter menos agua, e com isso volatilizar mais
facilmente na primeira etapa, o material reticulado apresenta um comportamento que
sugere que 0s grupos amino estado ligados aos grupos aldeidicos, resultando em uma
queda na resisténcia térmica. Essa hip6tese vai ao encontro do que foi observado no
espectro de FT-IR da quitosana reticulada, onde a banda caracteristica em
1720 cm™ ndo é formada, confirmando que ndo ha grupos aldeidicos livres na

estrutura.
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5 CONCLUSAO

No presente trabalho foram produzidas microesferas de quitosana contendo
AgNPs, reticuladas com glutaraldeido. Tais materiais foram utilizados no tratamento
terciario de um efluente industrial.

A escolha das AgNPs para a preparacao das microesferas de quitosana, em
funcéo da variacao da concentracdo de sal precursor de prata, foi realizada com base
em testes preliminares de difusdo em &gar nutritivo que comprovaram uma maior
atividade bactericida para as AQNPs de maior concentracdo, apesar de todas terem
apresentado a banda de absorcdo caracteristica por volta de 400 nm, indicando a
formacéao de AgNPs.

Através de um planejamento experimental do tipo 23 constatou-se que a
concentracdo de acido acético utilizado na preparacao das microesferas, a interacéo
entre a concentracdo de acido acético e o volume de glutaraldeido, e entre o volume
de glutaraldeido e o percentual de solucdo de AgNPs utilizado na preparacdo das
microesferas se mostraram estatisticamente significativos sobre a medida do halo de
inibicdo, sendo a primeira delas a de maior relevancia. Todas as microesferas obtidas
com o planejamento experimental apresentaram atividade bactericida quando
submetidas ao teste de difusdo em &agar nutritivo, entretanto as microesferas que
apresentaram os melhores resultados em termos do halo de inibicdo, dentre as
testadas, foram aquelas preparadas com acido acético 0,75 mol L, 60 uL de
glutaraldeido 25% (m/v) e 30% de solucédo de AgNPs no material.

Os ensaios de desinfec¢do evidenciaram que a partir de 90 min 0s micro-
organismos presentes no efluente comecgaram a ser eliminados, e que em 180 min de
tratamento houve uma reducéo de aproximadamente 47% em relacdo a coliformes
totais e 100% de remocao de bactérias E. coli.

As analises de ICP-OES indicaram que a quantidade de prata lixiviada em
todos os ensaios com o efluente foi menor que 0,0093 mg L, ou seja, abaixo de
0,1 mg L1, limite maximo de prata permitido pelas legisla¢cbes estaduais e nacionais
para o langamento de efluentes.

As andlises de difragdo de raios X, espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FT-IR) e termogravimetria, evidenciaram que a reticulacéao
de fato ocorreu, e que o material apresenta menor cristalinidade e menor resisténcia

térmica apods a reagao.
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Por fim, pode-se concluir que as microesferas de quitosana com AgNPs
possuem atividade bactericida, e, portanto, sdo eficientes no tratamento terciario de
efluentes industriais, além de ndo apresentarem riscos ambientais e a saide humana

devido a baixa contaminacdo do meio apos o tratamento.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Utilizar a técnica de microscopia eletrdnica de transmissdo (MET) para
visualizar o formato e tamanho das AgNPs obtidas.

Verificar a influéncia de outros fatores sobre o mesmo sistema, tais como tempo
de contato das microesferas com a solucdo de NaOH e a quantidade de quitosana na
solugédo, com o objetivo de entender melhor os fatores que influenciam diretamente
na atividade bactericida do material, além dos que foram observados no presente
trabalho.

Testar intervalos de tempo maiores nos ensaios de desinfec¢éo do efluente, a
fim de obter melhores resultados em termos de remocao de coliformes totais.

Submeter as microesferas que foram utilizadas no tratamento do efluente em
um segundo ciclo, buscando analisar a possivel reutilizacdo desse material apés um

primeiro ciclo de desinfeccéo.
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ANEXO A

IV Percentage Points of the F Distribution (Centinued )

lFlil.ltm.r.
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Degrees of Freedom for the Numerator ()

Degrees of Freedom for the Denominator 1)

v 1 2 3 4 5 6 7 8 9 W 12 15 N M N N0 @ 12 =
| 3086 4050 5350 5583 5724 5820 5801 5044 5086 A010 6071 6122 6174 6200 6226 6253 6270 6306 6333
2 853 000 906 024 920 933 035 037 038 030 041 042 044 045 046 047 047 048 049
3554 546 530 53 531 528 527 525 S 523 52 510 SI8 518 507 516 SIS S04 513
4 454 43 40 411 405 400 308 305 304 302 300 38T 34 I3 3R 3R AT 3T 3Tk
5 406 378 36 351 345 340 337 334 332 330 327 3M 320 319 3T 316 A4 312 310
6 378 346 30 318 Il 305 301 208 206 294 200 287 184 281 280 278 276 274 272
7 350 326 307 296 288 283 278 275 272 270 267 263 150 258 256 254 251 240 247
§ 346 311 292 281 273 267 262 2130 256 254 150 246 142 240 238 236 213 23 219
0 13 301 2R 260 261 255 251 247 144 242 2% 2 130 23 135 133 2121 218 LlG
0 320 202 273 261 251 246 241 238 235 232 228 224 230 218 116 113 20l 208 206
11 323 28 266 254 245 239 234 230 227 235 221 217 212 210 208 205 203 200 197
12 308 281 261 248 230 233 228 224 221 19 215 210 106 204 201 199 196 1893 190
13 3014 276 256 243 235 22 123 220 116 214 210 205 101 198 196 193 190 188 185
4 30 273 23 230 231 2M 210 215 212 210 205 201 196 14 191 180 186 183 1RO
15 307 270 249 236 227 221 116 212 209 206 202 10T 192 190 187 185 182 170 17
16 305 267 246 233 224 218 113 200 206 203 199 104 189 18T 184 181 178 175 172
I7 303 264 244 231 222 215 210 206 203 200 19 101 186 184 181 178 175 172 169
I8 301 26 242 219 220 213 208 204 100 195 193 189 184 181 178 175 171 160 166
19 200 261 240 227 218 211 206 202 198 19 191 18 18 179 176 173 170 167 16
00 207 250 23 225 206 209 204 200 196 194 189 18 179 177 174 LTl 168 184 16l
" 31 206 257 23 223 114 208 202 198 195 192 187 I8 178 175 172 169 166 16 159
2205 25 235 222 213 206 201 197 193 190 18 181 176 173 170 167 164 160 157
2204 255 13 221 11 205 109 106 102 180 184 180 174 172 160 166 162 150 155
M0 0203 254 233 2019 200 24 198 1094 191 185 183 17 173 170 167 164 161 157 153
% 202 253 13 208 209 202 197 193 189 187 182 17T 172 160 166 16 150 156 152
2% 201 25 231 217 208 2001 106 192 188 18 181 176 171 168 165 161 158 154 130
7200 251 23 21T 27 20 105 101 187 1&5 180 LTS 170 16T 164 160 15T 153 140
X280 250 1M 206 206 200 104 100 187 184 170 LT 160 166 163 150 156 152 148
0 280 250 228 215 206 199 193 180 18 183 178 173 168 165 16 158 155 151 147
3 288 249 228 204 203 198 103 188 185 182 177 172 167 184 16 157 154 150 146
o 284 244 213209 20 103 LT 13 L0 LT6 LTl 166 16l 15T 154 151 147 142 138
6 270 23 I8 24 195 18T L& 177 LM LT 166 160 154 151 148 144 140 13 1
120 275 235 213 190 190 1B L7717 168 165 16D 155 148 145 141 137 132 126 L9
w 271 23 208 194 185 LTT L72 167 163 160 155 149 142 13 134 130 124 117 10




