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RESUMO

A recuperacdo de metais € um tema de extrema importancia e que tem atraido a atencéo de
diversos pesquisadores, tanto pela questdo ambiental quanto econdmica. Alguns metais, como
a prata ou seus derivados, podem ser incorporados em biopolimeros e utilizados na desinfeccao
de efluentes industriais. Neste contexto, esse trabalho teve por objetivo recuperar prata metalica
de pilhas de Ag-Zn do tipo botdo descartadas e utiliza-la na preparacdo de nitrato de prata
(AgNO:s3) para posterior incorporagdo em uma matriz de quitosana, visando a producdo de
materiais hibridos com propriedades bactericidas. Ao término desses processos (recuperacao e
sintese), a prata metalica e o AgNOz foram caracterizados por meios das técnicas de
espectrometria de fluorescéncia de raios X por energia dispersiva (EDX), microscopia
eletronica de varredura com emissdao de campo (MEV/FEG), espectrometria por disperséo de
energia (EDS) e difracdo de raios X (DRX), que evidenciaram um alto grau de pureza para
ambos materiais (99,3% para a prata metalica e 99,4% para 0 AgNO3), além de um morfologia
dendritica e uma estrutura cubica de face centrada para a prata, e uma morfologia em formato
semelhante a placas e estrutura ortorrombica para o0 AgNOs. Posteriormente, nanoparticulas de
prata (AgNPs) foram sintetizadas com diferentes concentracbes de AgNO3z e faixas de pH,
utilizando-se boroidreto de sodio e citrato de sédio como redutor e estabilizante,
respectivamente. As AgNPs obtidas foram, entdo, avaliadas por espectroscopia de absor¢éo
molecular na regido do ultravioleta e visivel e em func¢éo da inibicéo do crescimento bacteriano,
utilizando as bactérias Escherichia coli e Enterococcus faecalis. A solucdo de AgNPs que
apresentou o melhor resultado de inibicdo de crescimento bacteriano foi entdo utilizada para
produzir pellets de quitosana, que foram empregados posteriormente na desinfeccdo de um
efluente industrial. Esse efluente foi avaliado em relacdo a bactéria Escherichia coli e a
quantidade de prata lixiviada. Por fim, avaliou-se a atividade bactericida dos pellets de
quitosana contendo AgNPs. Em geral, os resultados dessa segunda etapa do trabalho
evidenciaram que as AgNPs sintetizadas em pH 10,0 e com maior concentragédo de AgNOs
apresentaram maior inibicdo em relacdo ao crescimento bacteriano. Além disso, os pellets de
quitosana contendo AgNPs mostraram-se eficazes na desinfeccdo do efluente industrial,
destruindo a bactéria Escherichia coli ap6s 1 h de tratamento. Finalmente, considerando-se a
facilidade de aplicacdo, o baixo impacto ambiental, os custos reduzidos e acdo inibidora
satisfatoria, pode-se concluir que os hibridos desenvolvidos nesse trabalho apresentam um
grande potencial para serem utilizados como auxiliares no tratamento terciario de efluentes
industriais.

Palavras-chave: Pilhas do tipo botdo. Recuperacdo de metais. Prata. Nitrato de prata.
Nanoparticulas de prata. Quitosana. Desinfecgdo de efluentes.



ABSTRACT

The recovery of metals is an extremely important issue that has attracted the attention of several
researchers, both for the environmental and economic concerns. Some metals, such as silver or
its derivatives, can be incorporated into biopolymers and used to treat industrial wastewaters.
In view of these facts, this work aimed to recover metallic silver from discarded Ag-Zn button
cells and use it in the preparation of silver nitrate (AgNO3) for later incorporation into a chitosan
matrix, aiming the production of hybrid materials with bactericidal properties. At the end of
these two processes (recovery and synthesis), metallic silver and AgNO3s were analyzed by
several techniques, including energy dispersive X-ray fluorescence (EDX), scanning electron
microscopy with field emission gun (SEM/FEG), energy dispersion spectroscopy (EDS) and
X-ray diffraction (XRD), which evidenced a high degree of purity for both materials (99.3%
for metallic silver and 99.4% for silver nitrate), and a dendritic morphology and a face-centered
cubic crystalline system for silver and a plaque-shaped morphology and orthorhombic
crystalline system for AgNOas. Subsequently, silver nanoparticles (AgNPs) were synthesized
with different concentrations of AgNOs and pH ranges, using sodium borohydride and sodium
citrate as a reducer and stabilizer, respectively. The obtained AgNPs were then evaluated by
molecular absorption spectroscopy in the ultraviolet and visible region and in terms of
inhibition of bacterial growth, using Escherichia coli and Enterococcus faecalis bacteria. The
AgNPs solution that showed the best bacterial growth inhibition was used to produce chitosan
pellets, which were then employed in the disinfection of an industrial wastewater. This
wastewater was evaluated in relation to the Escherichia coli bacterium and the amount of silver
leached. Finally, the bactericidal activity of the chitosan pellets with AgNPs was investigated.
In general, the results obtained in the second stage of this work evidenced that AgNPs
synthesized at pH 10.0 and with a higher concentration of AgNOs presented greater inhibition
in relation to bacterial growth. Moreover, chitosan pellets containing AgNPs proved to be
effective in disinfecting industrial wastewater, destroying the Escherichia coli bacterium after
1 h of treatment. Finally, considering the ease of application, low environmental impact,
reduced costs and satisfactory inhibitory action, it can be concluded that the hybrids developed
in this work have great potential to be used as auxiliaries in the tertiary treatment of industrial

wastewaters.

Keywords: Button cells. Metals recovery. Silver. Silver nitrate. Silver nanoparticles. Chitosan.

Wastewater disinfection.
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1 INTRODUCAO

A busca constante por inovacgdes tecnoldgicas e o consumo ilimitado de bens duréveis
podem implicar em sérios problemas ambientais. Assim, torna-se cada vez mais importante
recuperar matérias-primas, principalmente aquelas provenientes de fontes ndo-renovaveis,
como 0s metais, por exemplo. Além do impacto ambiental causado pelos minérios e processos
de purificacdo, existe ainda a preocupagdo com a disposicdo inadequada dos residuos, que
podem ser extremamente toxicos.

Outra grande preocupacdo diz respeito a qualidade da agua que, como 0s metais,
também é um recurso finito. O aumento populacional e o crescimento das industrias
ocasionaram um aumento no volume de efluentes que, se ndo forem devidamente tratados,
podem poluir rios e mares, prejudicando a flora e a fauna aquéaticas e também ocasionar sérios
riscos a salide humana.

A prata € um metal nobre, muito utilizado em diversos segmentos industriais. De acordo
com o relatorio “World Silver Survey”, de 2019 (THE SILVER INSTITUTE, 2019), a demanda
por prata, em nivel mundial, cresceu cerca de 23% no periodo de 2008 a 2019, fazendo com
que a mineracdo aumentasse 19%. Ja o suprimento de prata recuperada caiu, no mesmo periodo,
cerca de 25%. O Brasil, por sua vez, apresentou um aumento de 109% no consumo de prata
recuperada nesse periodo, passando de 31,18 para 65,20 toneladas, sendo o pais que mais
reaproveita esse metal na America do Sul.

A recuperacdo de prata de fontes secundarias geralmente ocorre por processos
hidrometaldrgicos, nos quais a prata € lixiviada e depois pode ser recuperada por extragdo com
solventes, precipitacdo ou troca ibnica. Entre as fontes secundarias de prata encontram-se
solugdes fotograficas e exames de raios X, placas de circuito impresso, talheres, pecas de

joalheria e pilhas. As pilhas que contém prata sdo comercialmente fornecidas no formato de
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botGes, sendo utilizadas principalmente em reldgios e aparelhos de surdez.

Por muitos anos, a prata foi utilizada na Medicina, principalmente para o tratamento de
infecgBes, por apresentar excelente atividade bactericida. Devido a esta caracteristica em
particular, nas Ultimas décadas, as pesquisas com nanoparticulas de prata (AgNPs) ganharam
destaque em diversos campos, como na area da saude, téxtil, de embalagens alimenticias e do
tratamento terciario de efluentes (YUN; LEE, 2017).

O emprego de AgNPs para a desinfeccéo de efluentes pode se tornar um problema, a
longo prazo, devido ao aumento da concentracdo de prata nas aguas tratadas. Para minimizar
ou até mesmo evitar esse problema, o ideal é que as AgNPs sejam incorporadas em um suporte
antes de serem utilizadas para essa finalidade. Matrizes poliméricas sdo boas opc¢des por serem
porosas e permitirem maior contato entre as AgNPs e o efluente. O uso de polimeros naturais é
preferivel, em relacdo ao uso de polimeros sintéticos, devido a uma série de vantagens, pelo
fato de serem relativamente abundantes, apresentarem baixo custo e causarem menor impacto
ambiental (SOETAREDJO et al., 2018).

Um dos polimeros naturais que pode ser utilizado nesse contexto é a quitosana, que é
um polissacarideo derivado do processo de desacetilicdo da quitina. Além de ser abundante e
apresentar baixo custo, é biodegradavel e atdxica, apresentando acdo antioxidante e
antibacteriana contra diversas bactérias Gram-negativas e Gram-positivas.

Hibridos de quitosana contendo AgNPs poderiam ser utilizados na desinfeccdo de
efluentes, que é a Gltima etapa do processo de tratamento, apos a qual a dgua torna-se apropriada
para reuso. A atividade bactericida da quitosana é potencializada pelas AgNPs, e esse material
pode ser utilizado para inativar ou destruir diversas espécies de bactérias.

Assim, esse trabalho teve por objetivo recuperar prata metalica de pilhas do tipo botéo,
visando a preparacéo de hibridos a base de quitosana contendo AgNPs para posterior utilizacdo

na desinfeccao de efluentes industriais.
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1.1 OBJETIVO GERAL

Recuperar prata metalica de pilhas do tipo botdo para a preparacdo de hibridos de

quitosana com propriedades bactericidas, visando sua posterior aplicacdo na desinfeccdo de

efluentes industriais.

1.1.1 Objetivos especificos
Para atender o objetivo geral desse trabalho, foram delineados os seguintes objetivos
especificos:

a) recuperar prata metélica de pilhas do tipo botdo, com elevado teor de pureza;

b) sintetizar e caracterizar nitrato de prata, a partir da prata metalica recuperada das pilhas
do tipo botéo;

C) sintetizar e caracterizar por espectroscopia de absor¢cdo molecular na regido ultravioleta
e visivel (UV-Vis) as AgNPs obtidas por reducdo quimica, utilizando boroidreto de
sodio e citrato de sodio como redutor e estabilizante, respectivamente;

d) avaliar a influéncia do pH da solu¢éo de citrato de sddio na sintese das AgNPs;

e) avaliar a inibigdo de crescimento bacteriano pelas AgNPs sintetizadas;

f) preparar e avaliar a atividade bactericida dos pellets de quitosana contendo AgNPs na
desinfeccédo de efluentes industriais;

g) quantificar o teor de prata lixiviado para o efluente industrial durante os ensaios de
desinfeccédo por espectrometria de emissao Optica por plasma indutivamente acoplado
(ICP-OES);

h) avaliar a possibilidade de reutilizacdo dos pellets de quitosana contendo AgNPs em

outros ciclos de desinfeccéo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 RECUPERACAO DE METAIS

A recuperacdo de metais de fontes secundarias tem sido tema de crescente importancia
nas ultimas trés décadas. Os minérios, que sdo as fontes primarias dos metais, sao finitos e em
muitos casos a extracdo é cara e complexa, justificada apenas pelo valor dos metais purificados
(RAO, 2006). J& no processo de recuperacdo de metais de fontes secundarias, em que a energia
associada a mineragdo é eliminada, os custos geralmente séo inferiores e 0s processos tendem
a ser mais simples. Além disso, 0s processos de mineracdo causam sérios danos ambientais,
devido a emissdo de didxido de carbono e também por gerarem um grande volume de residuos,
efluentes e lodo, que acabam em barragens e aterros sanitarios. Muitos materiais descartados
contém em sua composi¢cdo metais que podem ser recuperados, como autopecas, residuos de
aciarias, maquinas em geral e residuos eletroeletronicos (RAO, 2006).

Os residuos de equipamentos eletroeletrénicos (REEE) contém em sua composi¢do
cerca de 60% de metais, tais como ferro, cobre, ouro e prata (ZHANG; XU, 2016). Dentre os
métodos estudados para a recuperacdo desses metais estdo 0s processos pirometallrgicos e
hidrometallrgicos. A escolha do processo deve levar em consideracdo, além dos aspectos
econémicos, fatores como a complexidade quimica dos materiais, a quantidade de metais
presentes, a solubilidade, o impacto ambiental e a seguranca dos processos. Nos Ultimos anos,
as industrias tém buscado trabalhar preferencialmente com processos hidrometaldrgicos, uma
vez que 0s processos pirometaldrgicos consomem muita energia e alguns dos produtos obtidos
requerem mais tratamentos para formar compostos puros (TUNSU; RETEGAN, 2016).

A Figura 1 apresenta um fluxograma geral de recuperacdo de metais por meio de

processos hidrometallrgicos. Apds a triagem dos materiais, onde sdo separadas as fragdes
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indesejadas das fragcdes valiosas, 0s metais sao lixiviados com agentes quimicos ou biologicos
e, em seguida, recuperados por meio das técnicas de extracdo por solvente, precipitacao ou troca

ionica.

Figura 1 — Fluxograma de recuperacao de metais por processos hidrometallrgicos
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Fonte: adaptado de Tunsu e Retegan (2016).

De acordo com Tunsu e Retegan (2016), cada uma dessas técnicas apresenta vantagens
e desvantagens. No processo de extracdo por solvente, por exemplo, é possivel adaptar,

desenvolver ou ainda combinar extratores para melhorar a separacdo, de tal modo que o0s
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produtos obtidos apresentem alta pureza. As desvantagens incluem o alto consumo de reagentes
quimicos, a quantidade de residuos secundarios gerados, a necessidade de equipamentos
robustos, além de processamento adicional, como a precipitacdo, para obter os metais na forma
solida, uma vez que o produto direto do processo de extracdo por solvente é uma solucéo rica
em ions metélicos.

O processo de troca idnica, por sua vez, é altamente seletivo, o que permite obter metais
com alto grau de pureza (> 99,999%), além de se poder trabalhar com sistemas quimicos mais
complexos. E um processo relativamente mais caro do que a extragdo por solvente, e que gera
grande quantidade de residuos secundarios. Ademais, nesse processo torna-se dificil processar
grandes volumes de residuos contendo metais valiosos em pouco tempo, além de serem
necessarios processos adicionais (dessorcdo e refinamento) para que ocorra a reducdo dos
metais.

J& o processo de precipitacdo € o mais simples e barato, uma vez que gera poucos
residuos secundarios e ndo necessita de outros processos para obter o metal na forma solida. A
pureza dos produtos obtidos é alta para solugdes quimicas simples, mas ndo tanto em
comparacao aos outros processos. Podem ocorrer problemas de coprecipitacao, que sdo dificeis
de controlar, principalmente com sistemas quimicos complexos.

O numero de trabalhos com o termo “recuperacdo de metais” no titulo, resumo ou
palavras-chave aumentou exponencialmente da década de 1990 até o ano 2009, de acordo com
a base de dados Scopus (2020). Houve uma queda em 2010, mas logo o nimero de publicacdes
voltou a crescer de forma exponencial de 2011 a 2019 (Figura 2). Esse é um tema que pode e
deve ser cada vez mais explorado. Novos processos de recuperacdo de metais podem ser
pesquisados, visando a obtencdo do maior rendimento possivel, bem como a minimizacao dos
impactos ambientais e dos custos associados ao beneficiamento de matérias-primas. Além

disso, € necessario demonstrar que os metais reutilizados apresentam a mesma eficiéncia e
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caracteristicas dos metais provenientes de fontes primarias.

Figura 2 — Publicag¢des com o tema “recuperacdo de metais” entre os anos de 1960 ¢ 2019
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Fonte: Scopus (2020).

2.1.1 Recuperacdo de metais de pilhas

Pilhas séo dispositivos que funcionam como fonte de energia elétrica, devido as reacbes
de oxirredugio que ocorrem em seu interior (KOTZ; TREICHEL JUNIOR, 2002). Sio
geralmente compostas por dois eletrodos, sendo um &nodo, onde ocorre a oxidagdo e um cétodo,
onde ocorre a reducdo, um eletrolito, que é o meio de transporte de ions e um circuito, por onde
fluem os elétrons do anodo para o catodo (GENTIL, 2011). A polaridade das pilhas é uma

convencao: considera-se 0 catodo positivo e 0 anodo negativo.
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As pilhas sdo classificadas como primarias e secundarias, sendo as primarias aquelas

que ndo podem ser recarregadas apds o uso, e as secundarias aquelas que sdo recarregaveis,

sendo mais conhecidas pelo termo “baterias” (BROWN; HOLME, 2009). As pilhas primarias,

ao fim de sua vida util, devem ser devidamente descartadas ou recicladas. A Tabela 1 apresenta

alguns tipos de pilhas primérias e suas respectivas reacoes.

Tabela 1 — Pilhas primarias e suas reaces

Tipo de pilha

Reacdo no catodo

Reagéo no anodo

Pilha comum de

2NH4+(aq) + 26- —

2NH3z(g) + Hag)

Zns) — Zn*(aq) + 267

célula seca 2MnOgs) + Hag) — Zn?* ag) + 2NHa(g) + 2Cl'(ag) —
Mn2Os3s) + H20() Zn(NH3)2Clys)
2MnOy(s) + 2H20() + 28" — Zn() + 20H g) —
Pilha alcalina
2MnO(OH)(s) + 20H (aq) Zn(OH)ys + 2€°
Pilha de zinco- Zne) + 20H @g) —
o O2(g) + 2H20() + 4¢” — 40H (ag)
oxigénio ZnOgs) + H20() + 2e
MnO2@q) + Lits) + 6 —
Pilha de litio Lis) — Li'g + e

Mn'"O,(Li*))

Pilha de prata

Ag20¢s) + H20q) + 26 —

2Ag(s) + 20H ")

Zne) + 20H @) —

Zn0O¢s) + H20q) + 2¢€

Fonte: Kotz et al. (2015); Viswanatham (2017).

Em 2016, a Associacédo Brasileira da Industria Elétrica e Eletrénica (ABINEE) fundou

a GREEN Eletron, uma empresa especializada em logistica reversa de equipamentos
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eletroeletronicos e pilhas. De acordo com a Politica Nacional de Residuos Sélidos (PNRS)
(BRASIL, 2010), logistica reversa é um “instrumento de desenvolvimento econémico e social
caracterizado por um conjunto de a¢des, procedimentos e meios destinados a viabilizar a coleta
e a restituicdo dos residuos solidos ao setor empresarial, para reaproveitamento, em seu ciclo
ou em outros ciclos produtivos, ou outra destinagao final ambientalmente adequada”. O papel
da GREEN Eletron é contratar e coordenar servicos de coleta, transporte e destinacdo final
ambientalmente adequada aos residuos coletados. As pilhas séo recicladas através de dois
processos: quimico (hidrometallrgico) e térmico (pirometallrgico).

No processo térmico, as pilhas sdo trituradas e inseridas em um forno industrial, onde
ocorre 0 processo de separacdo do zinco em um ambiente de alta temperatura (~ 650 °C),
permitindo assim a reducdo, seguida de oxidacdo do zinco, que pode ser reutilizado na inddstria.
A alta demanda energética dos processos pirometalirgicos, que envolvem métodos como
pirdlise, incineracdo, fundicdo e torrefacdo, faz com que tenham um custo elevado, além de
geralmente ocorrer a perda de metais durante a combustdo (DOLKER; PANT, 2020).

J& no processo quimico, apds a trituracdo, as pilhas sdo submetidas a diferentes reacdes
quimicas e recuperam-se sais e 0xidos metalicos, que sdo entdo utilizados pela indUstria em
pigmentos e corantes. Para Dolker e Pant (2020), processos hidrometallrgicos sdo graduais,
uma vez que requerem pré-tratamento dos materiais, como desmontagem, classificacdo e
trituracao e, apos a lixiviacdo, os metais podem ser recuperados por um ou mais métodos, como
extracao, precipitacdo e cristalizacdo. Apés a recuperacdo dos metais pelo processo adequado,
estes ainda podem necessitar de um processo adicional de purificagéo.

Entre os metais que podem ser recuperados de pilhas estdo o zinco, o litio, 0 manganés

e a prata (DOLKER; PANT, 2020).
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2.1.1.1 Recuperacdo de prata de pilhas

As pilhas que contém prata sdo comercialmente fornecidas em formato de botGes, geram
cerca de 1,50 V e sdo utilizadas principalmente em reldgios e aparelhos de surdez. S&o pilhas
que operam sob condicdo alcalina, sendo o0 anodo composto de zinco e o catodo de 6xido de
prata (VISWANATHAM, 2017), sendo por essa razdo conhecidas como pilhas de Ag-Zn. A

Figura 3 representa uma pilha de Ag-Zn, identificando seus componentes.

Figura 3 — Pilha de Ag-Zn e seus componentes

Tampa
do anodo

Invélucro
de aco

Anel de
vedacao

Anodo, Zn Membrana Catodo, Ag,0
permedvel

(s)

Fonte: adaptado de Norouzi et al. (2020).

Diferentes processos ja foram avaliados para recuperar prata de pilhas de Ag-Zn.
Gamifio-Arroyo et al. (2015), por exemplo, avaliaram a recuperacédo de prata de pilhas por meio
da técnica de extracdo liquido-liquido. Apds o processo de lixiviagdo da prata com acido nitrico
1,0 mol L%, os autores utilizaram acido bis(2-etil-hexil) ditiofosférico (D2EHDTPA) como
extrator. Os autores determinaram as melhores condigOes de processo (concentragao do extrator
de 0,02 mol L, temperatura ambiente, tempo de extragdo de 15 min e razdo entre as fases
aquosa e organica de 0,65), com as quais obtiveram um rendimento de 99%, indicando tioureia

em écido sulfarico diluido, com concentragdo entre 0,2 e 0,5 mol L™ para desextracdo. Além
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disso, afirmaram que sdo necessarios mais estudos sobre estabilidade e nimero de ciclos no
qual o extrator pode ser utilizado.

Jadhav e Hocheng (2013) lixiviaram prata de pilhas utilizando uma solugdo aquosa
contendo a bactéria Acidithiobacillus ferrooxidans. Os autores prepararam um meio de cultura
contendo sulfato de aménio, fosfato de potéssio dibasico, sulfato de magnésio, cloreto de
potéssio, nitrato de célcio e sulfato de ferro (I1) e ajustaram o pH da solugdo para 2,50 com
acido sulfurico. Apo6s o crescimento da bactéria, 0 meio de cultura foi centrifugado e o
sobrenadante coletado. N&o foi realizada a quantificacdo da bactéria presente na solugdo. No
processo de lixiviacdo foram avaliados parametros como tempo (1-3 h), pH (1,0-3,0),
temperatura (10-60 °C), volume de lixiviante (10,0-100,0 mL) e velocidade de agitagédo
(50-200 rpm). Nas condicdes otimizadas (1 h, 30 °C, 50 mL de lixiviante, pH 2,50, e velocidade
de 150 rpm), os autores obtiveram uma solu¢do com 98% de prata.

Aktas (2010) recuperou prata de pilhas por meio de um processo hidrometalirgico. O
metal foi lixiviado dos residuos de pilhas com &cido nitrico e diferentes pardmetros foram
avaliados, como concentragéo do acido (0,5-2,0 mol L), temperatura (25 °C-65 °C), tempo
(15-60 min) e agitacdo (50-150 rpm). Em seguida, o autor precipitou a prata como cloreto,
através do uso de cloreto de potassio, garantindo assim que quaisquer impurezas
permanecessem em solucdo. O cloreto de prata foi posteriormente tratado com zinco metélico
e &cido cloridrico 1,0 mol L para obtencéo de prata com elevado teor de pureza (99,99%).
Onlin et al. (1993), por sua vez, patentearam um processo de recuperagdo de prata de pilhas.
Basicamente, as pilhas foram fragmentadas, aquecidas a temperaturas superiores a 100 °C e
entdo submetidas a um choque térmico em agua. Em seguida, a fase solida foi separada
magneticamente e a fracdo ndo magnética, composta por prata, 6xido de prata e zinco, foi
submetida a um processo pirometaltrgico, produzindo assim lingotes de prata metalica com

alto teor de pureza (99,99%).
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Sathaiyan et al. (2006) lixiviaram prata de pilhas e adicionaram cloreto de sédio a
solucéo para precipitar cloreto de prata. Uma fragéo do cloreto foi fundida com carbonato de
sodio a 1000 °C em um cadinho de argila. A prata foi separada da escoria e entdo despejada em
um molde de grafite para obter um lingote de prata metalica, que apresentou pureza de 99,13%.
Outra fracdo do cloreto de prata foi utilizada para produzir tiossulfato de prata, que foi entéo
eletrolisado, com potencial controlado entre —0,400 e —0,600 V. A prata recuperada pelo
processo eletrolitico apresentou pureza de 99,81%.

Norouzi et al. (2020) lixiviaram o residuo coletado do catodo das pilhas de prata com
acido nitrico 2,0 mol L e neutralizaram a solugéo obtida com aménia para eliminar impurezas.
Em seguida, sintetizaram nanoparticulas de prata (AgNPs), utilizando boroidreto de sddio
(NaBH4) como redutor e polivilpirrolidona (PVP) como estabilizante. Os autores avaliaram
diferentes raz6es molares entre NaBH4 e a solugdo de nitrato de prata (AgNOs3) obtida por
lixiviacdo (0,1, 0,5, 1,0 e 2,0) e diferentes percentuais massicos de PVP (0, 2,5 e 5,0). Nas
condic@es otimizadas (NaBH4/AgNOs > 1 e 5% de PVP), os autores obtiveram AgNPs esféricas
com tamanho médio de 15 nm. O rendimento do processo foi de ~ 99,5%.

A prata recuperada de pilhas pode ser utilizada, por exemplo, para a producéo de joias,
como elemento de liga e para a producéo de sais de prata (Figura 4), como cianeto de prata e

AgNOs, utilizado em aplicagdes farmacoldgicas e bactericidas (AKTAS, 2010).

Figura 4 — Possiveis aplicagdes da prata recuperada de pilhas de Ag-Zn

Fonte: compilado pela autora (2020).
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Por muitos anos, a prata foi utilizada para prevenir e tratar doencas, principalmente
infeccOes e queimaduras (YUN; LEE, 2017), devido a seu potencial bactericida. Embora o uso
na forma de ions seja pratico e eficiente, essas espécies quimicas podem ser facilmente
inativaveis por complexagdo ou precipitacdo. Alternativamente, pode-se utilizar AgNPs que

apresentam igualmente alto potencial bactericida, sendo mais estaveis que os ions Ag(l).

2.2 NANOPARTICULAS METALICAS

Em dezembro de 1959, Richard Feynman apresentou uma palestra intitulada “7There’s
Plenty of Room at the Bottom”, na qual apresentou os primeiros conceitos de Nanotecnologia.
Desde entéo, a Nanotecnologia emergiu como tecnologia de ponta interdisciplinar, envolvendo
pesquisadores de diversas areas, como Fisica, Quimica, Biologia, Ciéncia dos Materiais e
Medicina (NARAYANAN; SAKTHIVEL, 2010). As nanoparticulas metalicas sdo materiais
cujo tamanho varia entre 1 e 100 nm, e que apresentam propriedades distintas em relacdo ao
metal de origem (JAMKHANDE et al., 2019).

Nanoparticulas metélicas apresentam propriedades exclusivas devido a seu tamanho,
formato, composicdo, maior razdo entre area superficial e volume, e pureza dos constituintes.
Essas propriedades permitem que as nanoparticulas metalicas sejam utilizadas, por exemplo,
em sistemas de distribuicdo de drogas, desinfeccdo de efluentes, catalisadores e como agentes
remediadores para diversos poluentes (RANA et al., 2020).

Os metodos de obtencdo de nanoparticulas metalicas s@o divididos em dois grandes
grupos: top down e bottom up. A principal diferenca entre esses métodos esta na fonte metalica.
Enquanto o método top down parte de um material a granel, no qual o tamanho de particula é
reduzido por meio de agdes quimicas, fisicas e mecanicas, o0 método bottom up forma

nanoparticulas a partir de atomos e moléculas (Figura 5) (JAMKHANDE et al., 2019).
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As nanoparticulas de metais nobres, como as de ouro (AuNPs) e as AgNPs, apresentam
maior estabilidade e menor citotoxicidade em relacdo as de metais menos nobres, como cobre,
ferro e niquel, por exemplo (BAO; LAN, 2019). As AgNPs, principalmente devido as suas
propriedades antimicrobianas, podem ser utilizadas em diversas aplicacbes, como no
tratamento de &guas, em cosméticos, em embalagens alimenticias e dispositivos médicos
(KUPPUSAMY et al., 2106), e representam uma classe de nanomateriais com ampla producgéo

e comercializagdo (PINTO et al., 2017).

Figura 5 — Métodos de obtencdo de nanoparticulas metélicas
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Fonte: traduzido de Jamkhande et al. (2019).
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2.2.1 Nanoparticulas de prata

As AgNPs contém entre 20 e 15.000 atomos de prata (PINTO et al., 2017) e podem ser
obtidas através de métodos quimicos, tais como redugdo quimica, eletroquimica, pirdlise e
irradiagdo; métodos fisicos, como moagem, condensacdo e ablacdo a laser; e métodos
bioldgicos, que sdo processos que ndo utilizam reagentes quimicos nocivos e fazem uso de
plantas, fungos e bactérias (BEYENE et al., 2017; SOUZA et al., 2019).

Os métodos bioldgicos, também conhecidos como verdes, costumam ser baratos, pois
ndo consomem muita energia e ndo fazem uso de muitos reagentes quimicos. Apesar das
vantagens desses métodos, um dos principais desafios estda em controlar o tamanho e a
estabilidade das AgNPs sintetizadas (SOUZA et al., 2019). Os métodos fisicos geralmente sdo
rapidos, ndo fazem uso de produtos quimicos toxicos e promovem uma distribuicdo de tamanho
de particulas estreita, porém exigem alto consumo de energia durante o processo de sintese das
AgNPs (SOUZA et al., 2019). Os métodos quimicos ainda sdo os mais utilizados (PINTO et
al., 2017). No caso da sintese de AgNPs, geralmente utilizam dgua ou solventes organicos. Uma
grande desvantagem, entretanto, é a possibilidade de obtencdo de residuos toxicos. Esse
problema pode ser parcialmente contornado pelo uso de agentes redutores como o boroidreto
de sddio, o citrato de sodio e a glicose (SYAFIUDDIN et al., 2017).

As AgNPs apresentam diferentes tamanhos (entre 2 e 92 nm) e formatos, podendo ser
cubicas, triangulares, esféricas, prismaticas, em forma de fios ou barras, entre outros
(Figura 6). Essas caracteristicas sdo diretamente influenciadas pelo método de sintese utilizado

(KHODASHENAS; GHORBANI, 2015). Além disso, parametros como temperatura, tempo,

pH, concentragéo do agente redutor, concentracao de ions metalicos e caracteristicas especificas
de micro-organismos, no caso de sintese por meétodos bioldgicos, também influenciam no

formato, tamanho e textura das AgNPs (RANA et al., 2020).
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Figura 6 — AgNPs de diferentes tamanhos e formatos

Fonte: adaptado de Khodashenas e Ghorbani, 2015.

As AgNPs apresentam propriedades biolégicas muito interessantes, desde acdo
antibacteriana de amplo espectro, até atividades antivirais e anticancer, e que ja foram relatadas
por diferentes estudos (PINTO et al., 2017; YUN; LEE, 2017; DURAN et al., 2016;
MOSSELHY etal., 2015). Por inibirem o crescimento bacteriano e possuirem elevada atividade
bactericida (ALI et al., 2019), o emprego das AgNPs popularizou-se em diversas areas, como
na da saude, na industria téxtil, no setor alimenticio (em embalagens) e no tratamento terciario
de efluentes (LIU et al., 2012; EL-NOUR et al., 2010).

Na area ambiental, as AgNPs sdo utilizadas para a desinfeccdo do ar, na forma de
aerossois e para o tratamento terciario de efluentes, geralmente formando compositos com
materiais ceramicos ou polimericos (DESHMUKH et al., 2019). A Figura 7 sumariza as

principais aplicac6es de AgNPs como desinfetante.
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Figura 7 — AplicagGes de AgNPs como desinfetante
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Fonte: traduzido de Deshmukh et al. (2019).

2.3 DESINFECCAO DE EFLUENTES

A desinfecgdo € a ultima etapa do tratamento de efluentes. Os processos de desinfeccéo
sdo realizados para inativar ou destruir 0s micro-organismos patogénicos e indesejados,
deixando a 4gua prdpria para consumo ou reuso. Existem diversas tecnologias disponiveis para
a desinfeccdo de aguas, como cloracdo, uso de dioxido de cloro, ozonizagdo, radiacdo
ultravioleta, pasteurizacdo e filtracdo por membranas (PICHEL et al., 2018). Todas elas
apresentam vantagens e desvantagens (Quadro 1). Um dos grandes problemas associados a
desinfeccdo por meios quimicos é que sua implementacdo apresenta um custo elevado e
depende do acesso a reagentes quimicos, 0 que pode ser dificil para comunidades em

desenvolvimento e locais remotos.
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Quadro 1 — Técnicas de desinfec¢do de efluentes

Método Principio Vantagens Desvantagens
- - Ineficiente contra
Adicéo de cloro ou . T
) . 0 cistos de Giardia e
hipoclorito de sodio ou e
s 2 Cryptosporidium;
de calcio a agua. O SN
, . i | - Sua eficiéncia
cloro e a 4gua reagem, | - Apresenta acéo residual; .
.. I depende da turbidez e
x formando acido - Eficiente para .
Cloracao . R . do pH do meio;
hipocloroso, que se inativacéo de virus e - Pode dar qosto e
dissociaem H* e OCI', | bactérias. N g
. odor a &gua;
que € um produto que ~
« - Formacao de
apresenta acao
; compostos
desinfetante.
organoclorados.
- Maior custo em
- Apresenta acdo residual relagdo a cloragdo;
, S .. - Pode dar gosto e
Uso do gas ClO». A superior a da cloragéo; odor 4 Aqua:
s desinfeccdo ocorre - Sua eficiéncia é menos gua,
Dioxido de . - Formacao de
devido a sua alta dependente do pH do .
cloro . L subprodutos (cloritos
capacidade de meio; i
o . e cloratos);
oxidacéo. - Eficiente contra ‘s instavel
Giardia - Gas instavel, causa
' dificuldades de
operacgao.
- Ndo promove agao
- Mais eficaz em relacdo | residual,
a cloracéo e ao didxido de | - Alto custo;
Uso do gés Os, que cloro; - Requer muita
apresenta alta - Requer menor tempo de | energia;
Ozonizagdo | capacidade de contato e menor - Requer manutencao
oxidagdo, superior a do | concentracéo; altamente qualificada;
ClOa. - Altamente eficiente - Formacao de
contra virus, bactérias e subprodutos
protozoarios. (bromatos, aldeidos,
cetonas e quinonas).
- N&o promove agéo
residual;
Passagem da agua por - Requer altas doses
tubos alinhados com - . de UV para inativar
A - Eficiente contra virus, L
lampadas UV, com oo Giardiae
X esporos e Cistos; S
comprimento de onda - Nio dé qosto e odor & Cryptosporidium;
em torno de 254 nm. A Saua: g - Atroca das
Radiacdo UV | luz UV age diretamente gua, x lampadas deve
i - N&o ha formacéo de
no DNA dos micro- ) ocorrer
. subprodutos;
organismos, x frequentemente (6 a
. . - Nao requer acesso a )
incapacitando seu 12 meses);

crescimento e
reproducéo.

produtos quimicos.

- Dificuldade no
descarte das
lampadas, que contém
mercdrio.
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- Requer muita
Aquecimento da agua a | - Facilidade de operacdo; | energia;

Pasteurizacdo | pelo menos 70 °C - N&o requer acesso a - Alto custo
durante 6 min. produtos quimicos. econémico e
ambiental.

- Eliminacéo de
micro-organismos
depende do tamanho
dos poros;

- As membranas
necessitam de
limpeza constante;

- Custo elevado.

- Reduz aturbidez e
Passagem da agua por | concentracdo de micro-
uma estrutura ou filme | organismos da agua;
fino poroso. - Né&o requer acesso a
produtos quimicos.

Filtrac&o por
membranas

Fonte: compilado pela autora (2019), a partir de Pichel et al. (2018).

De acordo com Pichel et al. (2018), métodos ndo convencionais de desinfeccdo de
efluentes incluem técnicas ainda em desenvolvimento e também aquelas com limitacdes para
uso em média e grande escala. Novas técnicas tém sido investigadas, principalmente em relacao
ao custo, seguranca e maior eficiéncia, tais como pasteurizacdo solar, desinfeccdo solar,
cavitacdo, desinfeccdo eletroquimica e tratamentos com materiais hibridos, como biopolimeros
contendo nanomateriais.

A pasteurizacdo solar € um método simples e barato, que consiste no aquecimento da
agua com o uso de energia solar. E um método bastante conhecido em paises subdesenvolvidos,
principalmente em locais sem acesso a eletricidade e combustiveis. O recipiente com agua é
colocado em uma caixa escura e coberto com um material transparente para que ocorra a
inativacdo ou destruicdo dos micro-organismos. As principais desvantagens desse método séo
a dependéncia das condicdes climaticas e o longo tempo requerido para o tratamento (PICHEL
et al., 2018). J& a desinfeccdo solar faz uso do efeito bactericida da radiagéo solar para tratar a
agua. E um método simples e barato que consiste em alocar a 4gua em recipientes plasticos
transparentes sob a luz solar, por pelo menos 6 h. O método apresenta limitacbes, pois €
dependente de fatores como a intensidade da radiagdo, temperatura, turbidez e altura da dgua

(MCGUIGAN et al., 2012).
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A cavitacdo é um método que consiste na formacdo, crescimento e colapso de
microbolhas, que ocasionam alta pressdo e temperatura e, consequentemente, dano celular em
micro-organismos (DULAR et al., 2016). Apesar de ser um método eficiente, é caro quando
comparado as técnicas de desinfeccdo com produtos quimicos e ainda estd em desenvolvimento,
ndo tendo capacidade de tratar grandes volumes. A desinfec¢do eletroquimica, por sua vez,
inativa 0s micro-organismos ao passar uma corrente elétrica pela &gua, com o uso de eletrodos.
E um método que ndo depende de produtos quimicos, mas necessita do uso continuo de energia
sendo limitado ao tempo de vida dos eletrodos (PICHEL et al., 2018).

Nanomateriais sdo uma ferramenta promissora e efetiva no contexto do tratamento de
efluentes, pois podem ser utilizados na remediagdo de problemas ambientais, incluindo a
desinfeccdo dos mesmos. Existem desvantagens em relagcdo ao uso direto de nanomateriais para
o0 tratamento de &guas. O ideal é que os nanomateriais sejam incorporados em um suporte,
visando minimizar sua liberacdo para o0 meio e manter a alta reatividade, uma vez que podem
se tornar poluentes se ndo forem recolhidos apés o uso. Dessa forma, suportes de materiais que
sd0 renovaveis, sustentaveis e biodegradaveis devem ser cada vez mais utilizados (SADHU et
al., 2018). Nesse contexto, a utilizacdo de microesferas poliméricas combinadas com AgNPs,
por exemplo, é bastante promissora, devido a porosidade das mesmas, que promove um melhor
acesso aos reagentes e maior area superficial (TAMAYO et al., 2018).

A utilizacdo de polimeros naturais, como a quitosana, para a fabricacdo de hibridos
contendo nanoparticulas metalicas, em processos de remediacdo ambiental, apresenta
vantagens em relagdo aos polimeros sintéticos, pois eles sdo abundantes, tém baixo valor

econémico e sdo ambientalmente amigaveis (SOETAREDJO et al., 2018).
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2.3.1 Quitosana

A quitosana (Figura 8) é um polimero natural, derivado da quitina, que é o segundo
polissacarideo mais abundante, depois da celulose (CRINI; BADOT, 2007). A quitina é
encontrada em fontes naturais, como em carapagas de crustaceos (caranguejo, camardo e
lagosta), em alguns insetos, moluscos e na parede celular de alguns fungos (CRAVEIRO et al.,
1999).

A reacdo de desacetilagdo alcalina parcial da quitina forma a quitosana, que consiste em
dois monossacarideos: a glucosamina e a N-acetil glucosamina. As propor¢des variadas entre
esses dois monossacarideos influenciam nas propriedades fisico-quimicas da quitosana, como
0 grau de desacetilagdo, peso molecular e viscosidade (KHAN et al., 2020). Um grau de
desacetilacdo de 30% ja indica a formacgdo de quitosana. Industrialmente, é feito um controle
rigido das condicfes reacionais para que se obtenha um produto com o grau de desacetilacdo

na faixa desejada (CRAVEIRO et al., 1999).

Figura 8 — Estrutura quimica da quitosana

CH20H

Fonte: Kumar (2000).

A quitosana é solivel em acidos diluidos e insolivel em meios neutros e alcalinos

(KUMAR, 2000) e apresenta propriedades fisico-quimicas e biolégicas muito interessantes,
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além de acdo antioxidante e antibacteriana contra diversas bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas (HAJJI et al., 2019). Além disso, apresenta propriedades que a tornam atraente para o
uso em remediacdo ambiental, tais como capacidade de formar compostos com metais,
biodegradabilidade e atoxicidade (UCANKUS et al., 2018). Muitas das propriedades da
quitosana estdo relacionadas a sua natureza catidnica, que é Unica entre os polissacarideos mais
abundantes e os polimeros naturais (CRINI; BADOT, 2007).

A quitosana foi descoberta em 1811, mas foi apenas nas décadas de 1980 e 1990 que
aumentaram significativamente os estudos envolvendo a sua utilizacdo em aplicagdes para o
tratamento de &gua (OLIVERA et al., 2016). Desde entdo, diversas pesquisas tém sido
realizadas com o objetivo de desenvolver hibridos de quitosana contendo AgNPs, uma vez que
esses materiais apresentam elevada atividade bactericida e potencial aplicacdo para ser

utilizados na estocagem de alimentos, na area da saude e na desinfeccdo de efluentes.

2.3.1.1 Hibridos de quitosana contendo AgNPs

A quitosana é uma excelente opc¢do para a preparacao de hibridos com AgNPs, com alta
capacidade de desinfeccdo (POTARA et al., 2018). As pesquisas realizadas com esses hibridos
envolvem geralmente a producdo de pellets, filmes e microesferas para uso em diferentes
aplicagdes, como o tratamento de efluentes, embalagens alimenticias e produtos médicos.

Raota et al. (2019) produziram pellets de quitosana contendo AgNPs sintetizadas a partir
do extrato do bagaco de uva Bordd. Os pellets foram utilizados na desinfec¢do de um efluente
e observou-se que, apés 1 h de tratamento, houve uma reducdo de 47% na contagem de
Escherichia coli, o que demonstra que os pellets apresentam boa atividade bactericida.

Qin et al. (2019) incorporaram AgNPs e extrato de milho roxo em quitosana para

produzir filmes para embalagens alimenticias. Os autores observaram que, em comparagdo aos
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filmes de quitosana pura, os filmes produzidos apresentaram melhores propriedades mecanicas,
antioxidantes e antimicrobianas, 0 que sugere que esse material pode ser usado como uma
embalagem inteligente e ativa na indUstria de alimentos.

Rhim et al. (2006) produziram quatro tipos de filmes de quitosana com quatro diferentes
materiais, sendo uma montmorilonita ndo modificada, uma montmorilonita organicamente
modificada, uma zeolita de prata e AgNPs. Em todos os casos, esses autores observaram um
aumento na resisténcia a tracdo e uma diminuicao da permeabilidade do vapor d’agua. Os filmes
produzidos com AgNPs mostraram igualmente uma excelente atividade bactericida.

Shah et al. (2018) avaliaram a atividade bactericida de filmes de quitosana contendo
AgNPs e observaram eficiéncia bactericida, tanto para bactérias Gram-negativas quanto para
Gram-positivas. Os filmes foram comparados com produtos comerciais, utilizados como
curativos, e se mostraram igualmente ou até mais eficientes do que os mesmos. Os autores
afirmam ainda que o material desenvolvido pode ser utilizado na area da saude e na desinfecgéo
de aguas.

An et al. (2014) produziram microesferas de quitosana contendo AgNPs com tamanho
médio de 4,8 um. Os autores avaliaram a atividade antimicrobiana das microesferas contra
bactérias Gram-negativas, Gram-positivas e um fungo, comparando os resultados das
microesferas com e sem AgNPs. Foi constatado que a adicdo de AgNPs as microesferas de
quitosana aumenta significativamente sua atividade antimicrobiana, devido ao efeito sinérgico
entre a quitosana e as AgNPs.

Liang et al. (2019) avaliaram o efeito de microesferas de quitosana contendo AgNPs
contra Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae e Penicillium citrinum. Os autores
observaram que o tamanho das microesferas de quitosana contendo AgNPs é inversamente
proporcional a atividade bactericida, e que a atividade bactericida dessas microesferas foi

superior a da quitosana e a das AgNPs puras, comprovando o efeito sinérgico no hibrido
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formado.

As melhoras nas propriedades mecénicas da quitosana ao formar um hibrido com as
AgNPs e o efeito sinérgico desses materiais na atividade bactericida indicam que as pesquisas
na &rea devem ser mais exploradas, avaliando diferentes pardmetros para otimizar 0s processos

e obter resultados cada vez mais satisfatérios.



39

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

A prata metélica utilizada nesse trabalho foi obtida a partir de pilhas de Ag-Zn do tipo
botdo (Figura 9), sem distingdo de marca e modelo, descartadas em relojoarias. A selegcéo das
pilhas foi feita com base na norma IEC 60086-1:2015, que padroniza, entre outros, a
nomenclatura de pilhas primérias. Para as pilhas que ndo seguiram essa norma internacional,

avaliou-se a ficha técnica dos fabricantes.

Figura 9 — Pilhas de Ag-Zn do tipo botéo

Fonte: a autora (2019).

Para a recuperagdo da prata metalica e posterior preparacao e cristalizacdo do nitrato de
prata utilizou-se &cido nitrico 65% P.A. (HNOs, Neon Quimica). Na sintese das AgNPs foram
empregados o0s reagentes boroidreto de sédio (NaBHs4, Merck), citrato de sddio
(NasCsHsO7 . 2H20, Sigma-Aldrich), &cido cloridrico 37% P.A. (HCI, Merck) e hidrdxido de

sodio P.A. (NaOH, Merck).
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Na preparacdo dos pellets de quitosana utilizou-se quitosana de alta massa molar
(310.000-375.000 Da, Sigma-Aldrich), acido acético glacial 100% (C2HsO2, Merck) e
glutaraldeido 50% m/v (CsHgO2, Sigma-Aldrich). A 4gua ultrapura do tipo | foi obtida a partir
de um deionizador Direct-Q 3 UV da Millipore.

O efluente industrial foi coletado em uma indlstria de artigos de cutelaria em ago
inoxidavel, no municipio de Farroupilha (regido nordeste do RS). Esse efluente é proveniente
da &gua utilizada nas maquinas para lavar as pecas, do lavador de gases e da cozinha, e passa
por um tratamento fisico-quimico que consiste nas etapas de coagulacdo, na qual as impurezas
sdo aglomeradas para posteriormente serem sedimentadas; floculagdo, na qual os flocos sdo
agregados por adsorcdao as particulas dissolvidas ou em estado coloidal; e sedimenta¢éo, na qual
ocorre a separacao dos flocos.

Posteriormente, o efluente tratado é conduzido a um tanque de tratamento biolégico,
juntamente com o efluente sanitario, onde ocorre a remocao da matéria organica dissolvida e
em suspensdo, por meio da acdo de micro-organismos aerobios, que a transformam em sélidos
sedimentaveis ou gases. A agua resultante dessa Ultima etapa é entdo conduzida para um
reservatorio, onde é misturada com &gua da chuva e cloro. Este desinfetante promove a
eliminacdo dos micro-organismos remanescentes, de tal modo que a dgua tratada possa ser
novamente reutilizada pela empresa.

O efluente utilizado na etapa de desinfeccéo deste trabalho foi coletado imediatamente

apos o tratamento bioldgico, antes da adi¢édo de cloro.

3.2 METODOLOGIA

A metodologia utilizada nesse trabalho encontra-se sumarizada no fluxograma da

Figura 10.
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Figura 10 — Fluxograma dos métodos utilizados para o desenvolvimento deste trabalho
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Prata metalica - EDX
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. - EDS
Nitrato de prata - DRX
&
-
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AgNPs - Inibicdo de crescimento bacteriano
-
4 Pellets de
quitosanacom - Inibicdo de crescimento bacteriano
S AgNPs
e i o ’
Desi nfecgéo de - Quantificacdo de Escherichia coli
: i - Quantificacdo de prata
\eﬂuente industrial - Avaliacdo da atividade bactericida

Fonte: a autora (2020).

A partir de pilhas descartadas em relojoarias, obteve-se prata metalica, a qual foi
utilizada para a producgdo de nitrato de prata. Tanto a prata metalica, quanto o nitrato de prata,
foram caracterizados por meio das técnicas de espectroscopia de fluorescéncia de raios X
(EDX), microscopia eletronica de varredura com emissdo de campo (MEV/FEG),
espectroscopia por energia dispersiva (EDS) e difracdo de raios X (DRX).

A partir do nitrato de prata realizou-se a sintese das AgNPs, que foram posteriormente
caracterizadas por espectroscopia de absor¢cdo molecular na regido do UV-Vis. As AgNPs
também foram avaliadas em fungéo da capacidade de inibicdo de crescimento bacteriano por
meio do ensaio de difusdo em superficie. As AgNPs foram igualmente utilizadas na preparacéo
dos pellets de quitosana, os quais tambem foram avaliados em funcdo da inibicdo do
crescimento bacteriano, utilizando o método de difusdo em superficie. Os pellets de quitosana

contendo AgNPs foram entdo utilizados para tratar um efluente industrial que foi
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posteriormente avaliado pela quantificacdo de Escherichia coli e de prata lixiviada. Por fim,

avaliou-se a atividade bactericida dos pellets de quitosana contendo AgNPs.

3.2.1 Recuperacdo de prata metélica a partir das pilhas de Ag-Zn

As pilhas de Ag-Zn do tipo botdo foram abertas com o auxilio de uma morsa por meio
da aplicacdo de uma forca de torque em duas dire¢cGes. Em seguida, coletou-se o residuo do
catodo das pilhas, formado por 6xido de prata e prata metalica.

O residuo coletado foi digerido em HNOz 65% P.A., com aquecimento em banho-maria
entre 80 °C e 90 °C, a fim de solubilizar toda a prata presente no mesmo. A solucao obtida foi
entdo filtrada para a separacao dos residuos sélidos e, em seguida, submergiu-se um fio de cobre
na mesma para precipitar prata na forma metélica. A prata precipitada foi lavada & exaustéo
com &gua ultrapura tipo I, com o auxilio de um sistema de filtracdo a vacuo, para eliminar
possiveis residuos de cobre. O material foi entdo seco em estufa a 110 °C durante 24 h, sendo

posteriormente acondicionado em um dessecador até o momento das analises (Figura 11).

Figura 11 — Fluxograma do processo de recuperacao de prata metélica de pilhas de Ag-Zn

Fonte: a autora (2019).
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Todos os parametros do processo de recuperacao de prata metélica foram definidos com
base em testes preliminares. A prata metalica recuperada foi caracterizada por meio das técnicas

de EDX, MEV/FEG, EDS e DRX.

3.2.2 Sintese do nitrato de prata

Em um banho-maria a 90 °C, digeriu-se 8,01 g da prata metalica recuperada com
7,75 mL de HNO3 65% P.A (103,35% de Ag). Ao término do processo de digestdo, a solucéo
foi removida do banho-maria e deixada resfriar a temperatura ambiente, até a completa
cristalizacdo do AgNOz3. O sal cristalizado foi entdo transferido para uma placa de Petri e
posteriormente acondicionado em um dessecador, protegido da luz e do calor, por 72 h, para
eliminacdo de agua, sendo caracterizado por meio das técnicas de EDX, MEV/FEG, EDS e

DRX (Figura 12).

Figura 12 — Fluxograma do processo de sintese do AgNQ3, a partir da prata metalica recuperada

das pilhas de Ag-Zn

Fonte: a autora (2019).
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3.2.3 Sintese das AgNPs

O procedimento utilizado na sintese das AgNPs baseou-se no método proposto por Jana
et al. (2001). Para tanto, utilizou-se uma solucdo de AgNO3 2,5 mmol L, uma solugio de
boroidreto de sddio 5,0 mmol L e uma solucgdo de citrato de sddio 2,5 mmol L, sendo que
nesta ultima solucdo o pH foi variado de 2,0 a 13,0, com solugdes previamente preparadas de
HCI10,1 mol L™t ou NaOH 0,1 mol L. A concentragio da solucio de citrato de sodio foi mantida
igual & da de AgNO3, tomando por base o trabalho de Henglein e Giersig (1999).

Para a sintese, adicionaram-se 10,0 mL da solu¢cdo de AgNOs a 10,0 mL de cada solucéo
de citrato de sddio, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, sob agitacdo manual. Em seguida,
adicionaram-se 0,6 mL da solugdo de boroidreto de sddio, mantendo-se a agitagdo por mais
1 min. Ao térmico do procedimento, as AgNPs foram caracterizadas por espectroscopia de
absorcdo molecular na regido do UV-Vis. Para as AgNPs sintetizadas com valores de pH que
apresentaram 0s espectros com as maiores intensidades, repetiu-se o método variando-se a
concentracdo dos reagentes para a metade e para o dobro da concentracdo inicial, mantendo a

estequiometria da reacdo (Figura 13).

Figura 13 — Fluxograma do processo de caracterizacdo por UV-Vis das AgNPs sintetizadas

neste trabalho

Sintese de AgNPs
pH2,0a 13,0 UV-Vis
[2,50 mmol L]

Sintese de AgNPs
pH6,0a 11,0
[1,25 mmol L]
[2,50 mmol L]
[5,0 mmol L]

Fonte: a autora (2020).
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3.2.4 Inibigéo de crescimento bacteriano

As AgNPs foram avaliadas em funcdo da capacidade de inibicdo de crescimento
bacteriano. Para tanto, as bactérias Escherichia coli (Gram-negativa) e Enterococcus faecalis
(Gram-positiva), ajustadas na concentracéo 1,0 da escala de McFarland (3,0 x 108 UFC mL™Y),
foram inoculadas em placas de Petri com &gar com o auxilio de um swab.

Em seguida, colocaram-se trés gotas (5,0 uL) de cada solugdo de AgNPs sobre as placas,
e estas foram incubadas durante 24 h a 37 °C, em uma estufa bacteriolégica. Ao término do
periodo de incubacdo, observou-se a formacdo de halos de inibi¢cdo nos locais onde foram
gotejadas as solucdes de AgNPs (Figura 14) e as unidades formadoras de colonia dentro desses

halos de inibicdo foram contabilizadas.

Figura 14 — Formacao de halos de inibigdo pelas AgNPs nas placas onde foram inoculadas as

bactérias

Fonte: a autora (2020).
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3.2.5 Preparacéao dos pellets de quitosana e AgNPs

As AgNPs que apresentaram o maior potencial de inibigdo de crescimento bacteriano
foram utilizadas para produzir pellets de quitosana. O procedimento utilizado nessa etapa do
trabalho teve por base o trabalho de Bernardi (2019), no qual 1,50 g de quitosana foram
ressuspensos em 100,0 mL de &cido acético 0,20 mol L. Apds 24 h, 3,0 mL da solucéo de
AgNPs e 60,0 uL de glutaraldeido 50% (m/v) foram adicionados a 7,0 g da solugdo de
quitosana. A solucdo foi homogeneizada e gotejada em uma placa de Petri contendo uma
solugdo de NaOH 1,5 mol L%, com o auxilio de uma seringa para a formagéo dos pellets (Figura

15).

Figura 15 — Pellets de quitosana contendo AgNPs

Fonte: a autora (2020).

Os pellets de quitosana contendo AgNPs foram depositados sobre placas de Petri, com

as mesmas bactérias e condi¢des descritas anteriormente (Secdo 3.2.5). Apds o periodo de
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incubacdo, avaliou-se o diametro do halo de inibi¢do formado ao redor dos pellets. Para fins de
comparagdo, o procedimento também foi realizado com pellets produzidos somente com

quitosana, utilizando agua no lugar da solucdo de AgNPs, para manter as mesmas proporcaes.

3.2.6 Desinfeccao do efluente industrial

O processo de desinfeccdo do efluente industrial consistiu em agitar 150 mL de efluente
com 50 pellets de quitosana com AgNPs (Figura 16) por periodos de 60, 120 e 180 min a
temperatura ambiente. O ensaio foi realizado em uma incubadora shaker da Novatecnica,
modelo 715D, com rotagdo de 150 rpm. Antes do ensaio e ao fim de cada periodo, uma aliquota
do efluente foi coletada para realizar a quantificacdo de Escherichia coli. A quantificacdo de
prata também foi realizada com o efluente bruto e com uma aliquota do efluente tratado, apos
0 periodo de 180 min. Foram realizados dois ciclos de desinfeccdo com os mesmos pellets e

todos os ensaios foram realizados em duplicata.

Figura 16 — Ensaio de desinfeccdo de efluente industrial com os pellets de quitosana

contendo AgNPs

Fonte: a autora (2020).
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3.2.7 Avaliacéo da atividade bactericida dos pellets de quitosana e AgNPs

Este ensaio foi realizado com o objetivo de verificar se 0 processo de desinfecgédo
inativou ou destruiu a bactéria Escherichia coli. O ensaio foi realizado especificamente com
essa bactéria para que pudesse ser realizada uma comparacdo direta com o tratamento do
efluente industrial. Para a realizagdo do ensaio, 150 mL de uma solucdo contendo essa bactéria,
com concentracdo igual a concentracdo média do efluente bruto, foi tratada com os mesmos
parametros apresentados na Secédo 3.2.7.

Aliquotas da solugdo foram coletadas ap6s 60, 120 e 180 min de tratamento e inoculadas
em placas de Petri com &gar. Em seguida, as placas foram incubadas em uma estufa
bacterioldgica a 37 °C, por 24 h. Ao fim desse periodo, verificou-se se houve crescimento

bacteriano nas placas incubadas.

3.2.8 Técnicas de caracterizagao

Neste item serdo descritas as técnicas que foram utilizadas para caracterizar a prata

metalica recuperada, o nitrato de prata, as AgNPs e o efluente industrial.

3.2.8.1 Espectroscopia de fluorescéncia de raios X por energia dispersiva (EDX)

Os ensaios de EDX foram realizados em um equipamento Shimadzu EDX-7000. Foram
realizadas andlises qualitativas, sem curva de calibragdo, sob vacuo. As amostras foram
acondicionadas em um porta-amostra fechado com filme de Mylar® e varridas por um feixe

colimador de 10 mm de didmetro durante 100 s.
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3.2.8.2 Microscopia eletronica de varredura com emissdo de campo (MEV/FEG)

As micrografias de MEV/FEG foram obtidas em um microscopio eletrénico Tescan,
modelo MIRA3, utilizando um detector de elétrons secundarios. As amostras foram
inicialmente fixadas em um stub com uma fita de carbono. A amostra de prata metélica
recuperada foi analisada sem nenhum tipo de pré-tratamento, enquanto a de nitrato de prata foi
recoberta por uma fina camada de ouro. A tensdo de aceleracéo do feixe de elétrons utilizada

para obtencgéo das imagens foi de 15,0 kV.

3.2.8.3 Espectroscopia por disperséo de energia (EDS)

Os espectros de EDS foram obtidos imediatamente apds o término das analises de
MEV/FEG, mantendo-se as mesmas condi¢des operacionais descritas na Secdo 3.2.1.2.
O detector utilizado foi do tipo SSD (Silicon drift detector), também da marca Tescan. As
energias associadas a cada elemento identificado na anélise foram consultadas em Bearden

(1967).

3.2.8.4 Difracéo de raios X (DRX)

O difratograma de raios X da prata metalica foi obtido em um equipamento Shimadzu
XRD-6000, com varredura de 20° a 100°, passo de 0,05°, tempo por passo de 5 s, radiacdo de
CuKa (A= 1,54056 A), tensdo de aceleragdo de 40,0 kV e corrente de 30,0 mA. Ja o
difratograma de raios X do nitrato de prata foi obtido em um equipamento Bruker D8 Advance,
com varredura de 10° a 100° passo de 0,05°, tempo por passo de 4 s, radiacdo de

CuKo (A= 1,54056 A), tensdo de aceleragio de 40,0 kV e corrente de 30,0 mA.
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Ambos difratogramas de raios X foram analisados com o auxilio do software QualX e

da base de dados PowCod (ALTOMARE et al., 2015).

3.2.8.5 Espectroscopia de absor¢do molecular na regido do UV-Vis

As anélises de UV-Vis foram realizadas em um equipamento Beckman DU 530, no
intervalo de 200 a 650 nm, com passo de 1 nm, utilizando uma cubeta de quartzo de 1 cm de

caminho optico.

3.2.8.6 Determinacdo quantitativa de Escherichia coli

A determinagdo quantitativa de Escherichia coli foi realizada através do método 991.14
da AOAC 202 edicdo de 2016. O método consistiu na deposicdo de 1,0 mL do efluente no centro
de uma placa Petrifilm com posterior agitacdo para que o liquido se espalhasse uniformemente
pela mesma. A placa foi entdo incubada por 24 h a 35 °C e, ap6s esse periodo, as col6nias azuis
com bolhas de géas formadas foram contadas. O limite de quantificacdo da técnica é de

1,0 UFC mLL.

3.2.8.7 Espectrometria de emissao optica por plasma indutivamente acoplado (ICP-OES)

As analises de ICP-OES da prata lixiviada, apés o tratamento do efluente industrial,
foram realizadas em um equipamento Thermo Scientific, iCAP 7200 Duo, utilizando o método
3120B da Standard Methods for Examination of Water and Wastewater 23" edition. O limite

de deteccdo do método é de 0,0093 mg L.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 RECUPERACAO DE PRATA METALICA A PARTIR DAS PILHAS DE AG-ZN

As reacgBes quimicas que ocorreram no processo de digestdo do residuo coletado das

pilhas com acido nitrico estdo representadas nas Equagcdes (1) e (2) (OZMETIN et al., 2000;

AKTAS, 2010):

Ag () + 2 HNO3 (ag) — AgNO3 ag) + NO2 () + H20 () 1)

Ag20 (s) + 2 HNOs (ag) — 2 AgNOs ag) + H20 () 2

A deposicdo da prata metalica sobre o fio de cobre ocorreu de forma espontanea, pois o

potencial de reducdo padréo da prata (+0,799 V) é superior ao do cobre (+0,337 V) (BAS et al.,

2014). As semirreacdes de reducdo e oxidacdo, assim como a reacdo global, estdo

representadas, respectivamente, nas Equacdes (3), (4) e (5) (KOTZ et al., 2015):

2Ag" @ag) +26 > 2 A 3)
cul ) — Cu?t (@q) t 2€ (@))]
2 A" ag) + CU% ) > 2 Ag’ (5) + CU** (ag) (5)

A prata metalica recuperada foi avaliada por meio de um ensaio qualitativo de EDX que

indicou uma pureza de aproximadamente 99,3%. Aktas (2010) obteve prata recuperada de
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pilhas de Ag-Zn com 99,99% de pureza, calculada por balan¢o de massa. J& Sathaiyan et al.
(2006) recuperaram prata de pilhas de Ag-Zn por um processo pirometaltrgico, obtendo um
material com 99,13% de pureza, e também por um processo eletrolitico, no qual obtiveram prata
metalica com 99,81% de pureza. Os autores afirmam que o processo eletrolitico é vantajoso,
pois além de a pureza do material obtido ser maior, no processo pirometalurgico parte da prata
é perdida na escéria.

No que se refere a morfologia, a analise de MEV/FEG (Figura 17) evidenciou que a
prata metalica recuperada apresenta uma microestrutura dendritica. Resultado similar foi
observado por Aktas (2010) para a prata metalica recuperada de pilhas de Ag-Zn, cujas

particulas apresentaram tamanho micrométrico e estrutura dendritica.

Figura 17 — Imagem de MEV/FEG da amostra de prata metalica recuperada a partir das

pilhas de Ag-Zn

SEM HV: 15.0 kv WD: 15.13 mm MIRA3 TESCAN
SEM MAG: 2.00 kx Det: SE

Fonte: a autora (2019).

O espectro de EDS (Figura 18) indicou a presenca de prata, oxigénio e carbono. Nos

mapas de composicdo (Figura 19) é possivel observar que o carbono identificado esta
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relacionado a fita na qual a amostra foi fixada. O oxigénio também esta presente na fita e em

alguns pontos da amostra, evidenciando possivel oxida¢do do material.

Figura 18 — Espectro de EDS da amostra de prata metalica recuperada a partir das pilhas de

Ag-Zn
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Fonte: a autora (2020).

Figura 19 — Mapas de composicdo da amostra de prata metalica recuperada a partir das pilhas
de Ag-Zn
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Fonte: a autora (2019).
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Gatemala et al. (2017) recuperaram prata de residuos de laboratorios, ao partir da
formacdo do completo diaminoprata(l) e posterior redugdo a prata metélica com o uso de
peroxido de hidrogénio. No espectro de EDS, os autores identificaram prata, oxigénio e
carbono, além de cloro e nitrogénio. Os autores avaliaram 0 mapa de composi¢do da prata e
observaram que o elemento compreende quase que a totalidade da amostra, por isso
consideraram que o material recuperado apresenta alta pureza.

Todos os picos identificados no difratograma de raios X da prata metéalica recuperada
(Figura 20) correspondem a prata e foram relacionados com a carta 00-901-3045 da base de
dados. A analise confirma que o sistema cristalino é do tipo cubico de face centrada (SUH et

al., 1988).

Figura 20 — Difratograma de raios X da amostra de prata metalica recuperada a partir das
pilhas de Ag-Zn
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Fonte: a autora (2019).

Além disso, o difratograma é similar aquele obtido por Sathaiyan et al. (2006) para a

prata recuperada de pilhas por um processo eletrolitico; os picos estdo nas mesmas posicoes e
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a principal diferenca é o ruido da linha base. Os autores citam que o difratograma combina com
as linhas de difracdo padréo da prata, porém ndo informam em qual base de dados realizaram a
consulta. Joda e Rashchi (2012) também obtiveram um difratograma similar ao analisarem prata
recuperada de placas de circuito impresso, porém outros picos foram identificados e

relacionados ao Oxido de prata.

4.2 SINTESE DO NITRATO DE PRATA

A prata recuperada das pilhas de Ag-Zn do tipo botéo foi submetida a um tratamento
quimico com HNO3z 65% P.A., visando a producdo de AgNOs que posteriormente foi utilizado
na sintese da AgNPs e na preparacdo dos hibridos de quitosana. A reacdo quimica ocorrida no

processo de obtencdo do AgNO3 encontra-se descrita na Equacéo (6) (OZMETIN et al., 2000):

Ag (s) + 2 HNO3 ag) — AgNO3 5) + NO2 () + H20 () (6)

O sal obtido foi avaliado por meio de um ensaio qualitativo de EDX, que indicou uma
pureza superior a 99,4%. Ozmetin et al. (2001) saturaram solugbes de AgNOs a 70 °C por
evaporacdo a vacuo e, em seguida, resfriaram as solugcbes a 25 °C para cristalizar o sal. Os
autores avaliaram condigOes experimentais, como tempo e velocidade de agitacdo, para
determinar a qualidade dos cristais, mas ndo levaram em consideragéo a pureza do sal, pois a
prata metalica utilizada era praticamente pura (99,87%).

A andlise de MEV/FEG mostra que o AgNOz apresenta uma microestrutura
completamente diferente da prata metalica recuperada, e que a cristalizacdo promoveu a
formagéo de um material que apresenta uma morfologia semelhante a placas, com diferentes

didametros (Figura 21).
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Figura 21 — Imagem de MEV/FEG da amostra de nitrato de prata

SEM HV: 15.0 kV WD: 15.00 mm
SEM MAG: 500 x Det: SE

Fonte: a autora (2019).
O espectro de EDS (Figura 22), por sua vez, indicou a presenca de prata, nitrogénio,

oxigénio, carbono e ouro. Nos mapas de composicdo (Figura 23), eliminou-se o sinal relativo

ao ouro, pois a presenca do mesmo se deve ao recobrimento da amostra anteriormente & analise.

Figura 22 — Espectro de EDS da amostra de nitrato de prata
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Fonte: a autora (2020).
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Figura 23 — Mapas de composigéo da amostra de nitrato de prata

Ag Lal N Kal_2 O Kal CKal_2

Fonte: a autora (2019).

Todos os picos identificados no difratograma de raios X do AgNOs (Figura 24)
correspondem ao proprio sal e foram relacionados a carta 00-210-5348 da base de dados. A
analise confirma que o sistema cristalino é do tipo ortorrémbico (LINDLEY; WOODWARD,

1966).

Figura 24 — Difratograma de raios X da amostra de nitrato de prata
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Fonte: a autora (2019).
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4.3 SINTESE DAS AGNPS

O aspecto visual das AgNPs obtidas a partir da solugcdo de AgNO3z com concentracgao de
2,5 mmol L e variacdo do pH da solugéo de citrato de sddio de 2,0 a 13,0, pode ser observado

na Figura 25.

Figura 25 — Aspecto visual das AgNPs obtidas em funcdo do pH da solucéo de citrato de

sodio

Fonte: a autora (2019).

Como pode ser constatado, a intensidade na coloracdo das solugbes aumenta com o
aumento do pH, exceto para pH 13,0, no qual observa-se a precipitacdo de um sélido preto.
Esse fendbmeno pode ser explicado, tomando por base o diagrama de Pourbaix para a prata
(Figura 26), no qual se verifica que em solugdes aquosas com pH > 12,0 ha a formacdo de
AgOH, podendo ocorrer também a precipitacdo de Oxidos de prata. Norouzi et al. (2020)
desenharam um diagrama de Pourbaix para o sistema Ag-HNOs-H,O com o software
MEDUSA. No diagrama obtido por estes autores, também foi possivel verificar que em valores

de pH elevados ocorre a precipitacdo de 6xidos de prata.
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Figura 26 — Diagrama de Pourbaix para a prata

1.2
i T~ Ag,04(s)

1.0 - S R
] T Ag,0,(s) T

0.8 - S

0.6 ~

0.4 - T
Ag(OH}5 [

0.2

Eh(V)

0.0 —+
~ Agls
0 . q(s)

04 -

-0.6 T

-DE . T T T T T T .| T —

Fonte: Takeno (2005).

Os espectros UV-Vis das soluges de AgNPs encontram-se na Figura 27. Os valores
de absorvancia superiores a 1,0 se devem ao fato de que os espectros foram graficados
utilizando o mesmo fator de correcdo com que as soluces foram diluidas. Dessa forma, &

possivel comparar todos o0s espectros na mesma figura.
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Figura 27 — Espectros UV-Vis das AgNPs obtidas a partir de solucGes de nitrato de prata com

concentragéo de 2,5 mmol Lt nos diferentes valores de pH da solugdo de citrato de sodio
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Fonte: a autora (2019).

Como era esperado, a solugdo de pH 13,0 ndo apresentou maximo de absor¢ao (Amax)
em torno de 400 nm, indicando que ndo hd AgNPs em solu¢do. Os espectros das solugdes mais
acidas, com pH < 5,0, apresentaram menor intensidade. Biao et al. (2017) observaram que o pH
do meio influencia diretamente no tamanho e no formato das AgNPs, sendo que AgNPs
sintetizadas em pH 4,0 séo relativamente maiores que as sintetizadas em pH 5,0 e apresentam
formato triangular, enquanto as sintetizadas em pH 5,0 sdo esféricas.

As solugdes com pH entre 6,0 e 11,0 apresentaram comportamentos semelhantes. Os
espectros sdo relativamente intensos, com Amaxem torno de 390 nm, o que pode indicar AgNPs
esféricas (SARKAR et al., 2019) e pequenas (CHAHAR et al., 2018). Comparando 0s espectros

UV-Vis da Figura 27 com aqueles simulados por Bertin e Perottoni (2020), utilizando o modelo
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de Mie para particulas esféricas, pode-se pressupor que as AgNPs sintetizadas apresentam
tamanho de particula entre 5 e 20 nm. A largura das bandas também indica que a distribuigéo
de tamanho de particulas é similar em todos eles (HTWE et al., 2019).

Ap0s avaliar os espectros UV-Vis das AgNPs sintetizadas com AgNOs na concentracao
de 2,5 mmol L?, optou-se por sintetizar AgNPs com concentragdes de 1,25 mmol L? e
5,0 mmol L2, e com valores de pH entre 6,0 e 11,0, pois foram nessas condices que as
nanoparticulas apresentaram espectros semelhantes e com maior intensidade.

A Figura 28 apresenta a comparacao entre 0s espectros UV-Vis das AgNPs obtidas com
diferentes concentracdes de reagentes e pH. Da mesma forma que 0s espectros anteriores
(Figura 27), os valores de absorvancia foram corrigidos com o mesmo fator de diluigdo

utilizado no ensaio.

Figura 28 — Comparagéo entre os espectros UV-Vis de AgNPs obtidas com diferentes

concentracfes de AgNOs e em func¢do do pH da solucéo de citrato de sodio
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Fonte: a autora (2019).
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N&o foram observadas diferencas significativas nos espectros UV-Vis das AgNPs
sintetizadas com diferentes concentragdes de reagentes e valores de pH. A diferenca de
intensidade das solugdes é diretamente proporcional a concentragdo dos reagentes utilizados

(Yinetal., 2013), e também a quantidade de AgNPs em solucao.

4.4 INIBICAO DE CRESCIMENTO BACTERIANO

As AgNPs sintetizadas com diferentes concentracOes de reagentes e pH variando de 6,0
a 11,0 foram avaliadas em funcéo da inibicdo de crescimento bacteriano. As solugdes foram
gotejadas sobre as placas de Petri, onde foram inoculadas as bactérias.

A Tabela 2 apresenta o resultado das contagens de unidades formadoras de colbnia
(UFC) das placas de Petri da bactéria Escherichia coli. Ndo foram observadas alteracdes no
diametro dos halos formados, que correspondem ao tamanho das gotas. Com base nos dados
apresentados, observa-se que a solugio de AgNPs de concentracéo 5,0 mmol L™ e pH 10,0 foi
a que apresentou os melhores resultados de capacidade inibitdria de crescimento bacteriano.

Mohaghegh et al. (2020) sintetizaram AgNPs, avaliando o tipo de agente redutor e suas
concentracdes, o pH e a temperatura do meio. Em seu trabalho, foi possivel observar que os
espectros UV-Vis das solucdes de AgNPs sintetizadas em pH 10,0 permaneceram estaveis,
independente dos outros fatores, como temperatura, agente redutor e concentragdo, enquanto
os espectros UV-Vis das AgNPs sintetizadas em outros valores de pH sofreram alteracdes
significativas em relagéo a forma e a intensidade das bandas de absorg¢do. Os autores concluiram
que em pH 10,0 é possivel sintetizar AgNPs esféricas, estaveis e com distribui¢do de tamanho
de particula mais uniforme.

Raota et al. (2019), por sua vez, observaram que AgNPs sintetizadas a partir de extrato

de bagaco de uva com pH 10,0 sdo esféricas, dispersas e apresentam menor didmetro medio de
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particula, o que implica em uma maior area superficial e, consequentemente, em uma maior

atividade bactericida.

Tabela 2 — Contagem de unidades formadoras de colonia (UFC) nas placas com Escherichia

coli
Repeticéo
Concentracao
pH 1 2 3
(mmol L)
6,0 > 20 > 20 > 20
7,0 > 20 > 20 > 20
8,0 > 20 > 20 > 20
1,25
9,0 > 20 > 20 > 20
10,0 > 20 > 20 > 20
11,0 > 20 > 20 > 20
6,0 > 20 10 10
7,0 > 20 > 20 > 20
8,0 20 > 20 > 20
2,5
9,0 > 20 15 10
10,0 10 > 20 > 20
11,0 > 20 > 20 10
6,0 10 10 8
7,0 10 10 10
8,0 4 20 20
5,0
9,0 10 20 20
10,0 5 5 5
11,0 10 10 > 20

Fonte: a autora (2019).
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A Figura 29 apresenta as placas de Petri de controle e de todas as concentragbes de
reagentes com pH 10,0, onde € possivel confirmar o desempenho superior das AgNPs de

concentragéo 5,0 mmol L.

Figura 29 — Placas de Petri com Escherichia coli avaliadas com solugdes de AgNPs

sintetizadas em pH 10,0

(a) (b)

Nota: (a) controle; (b) concentracdo de 1,25 mmol L?; (c) concentracio de 2,5 mmol L; (d) concentragdo de
5,0 mmol L.

Fonte: a autora (2019).

Em relacdo as placas de Petri nas quais foi inoculada a bactéria Enterococcus faecalis,
ndo observou-se a formacéo de halos de inibicdo nos locais onde foram gotejadas as solucGes
de AgNPs. Isso ocorreu para todas as concentracdes e valores de pH.

A Figura 30 apresenta as placas de Petri de controle e de todas as concentragcdes com

pH 10,0, onde é possivel observar que a bactéria Enterococcus faecalis cresceu livremente por
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toda a placa. As AgNPs ndo apresentam um efeito t&o significativo na inibig&o do crescimento
de bactérias Gram-positivas, quanto apresentam na inibigcdo do crescimento de bactérias Gram-
negativas. Isso ocorre devido a diferenca estrutural na parede celular de cada tipo de bactéria
(FAYAZ et al., 2010). As bactérias Gram-positivas apresentam uma camada de peptidoglicano,
que é o componente da parede celular imediatamente fora da membrana citoplasmaética, de cerca
de 30 nm de espessura, enquanto que as Gram-negativas apresentam uma camada de
peptidoglicano de 2 a 3 nm (POTARA et al., 2018). Assim, as AgNPs ndo conseguem transpor

a camada de peptidoglicano das bactérias Gram-positivas e atacar o interior das células.

Figura 30 — Placas de Petri com Enterococcus faecalis avaliadas com solu¢des de AgNPs

sintetizadas em pH 10,0

(b)

Nota: (a) controle; (b) concentracdo de 1,25 mmol L?; (c) concentragdo de 2,5 mmol L?; (d) concentragdo de
5,0 mmol L.

Fonte: a autora (2019).
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Com base nos resultados apresentados na Tabela 2 e na Figura 29, optou-se por utilizar
a solucdo de AgNPs de pH 10,0 e concentracdo de 5,0 mmol L para produzir os pellets de
quitosana. As AgNPs sintetizadas nessas condi¢bes foram selecionadas por apresentarem a
maior capacidade de inibi¢do de crescimento bacteriano.

As Figuras 31 e 32 apresentam os resultados dos ensaios de inibicdo de crescimento

bacteriano dos pellets.

Figura 31 — Placas de Petri com Escherichia coli avaliadas com pellets de (a) quitosana e

(b) quitosana contendo AgNPs
(a) (b)

Fonte: a autora (2019).

Figura 32 — Placas de Petri com Enterococcus faecalis avaliadas com pellets de (a) quitosana

e (b) quitosana contendo AgNPs
(b)

Fonte: a autora (2019).
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Os valores dos didmetros médios dos halos de inibicdo formados em cada placa, por

cada tipo de pellet, encontram-se sumarizados na Tabela 3.

Tabela 3 — Didmetro médio dos halos de inibicdo (em mm) formados pelos pellets de

quitosana e quitosana contendo AgNPs

Escherichia coli Enterococcus faecalis
Quitosana 7,72 +£0,10 6,98 £ 0,37
Quitosana + AgNPs 8,10 £ 0,62 6,23 + 0,84

Fonte: a autora (2019).

Os resultados apresentados na Tabela 3 mostram que o didmetro médio dos halos
formados na placa de Petri com a bactéria Enterococcus faecalis € menor para os pellets de
quitosana contendo AgNPs do que para aqueles de quitosana pura. Esse resultado, porém, ndo
implica que a adicdo das AgNPs interferiu de forma negativa na a¢éo bactericida da quitosana.

Rhim et al. (2006) e Qin et al. (2019) demonstraram que filmes produzidos com
quitosana apresentaram um aumento na resisténcia a tracdo quando foram incorporadas AgNPs
aos filmes. A principal razdo para o aumento da resisténcia a tracdo se deve a forte interacéo
entre a matriz polimérica e as nanoparticulas, devido a formacéo de ligagcdes intermoleculares
(RHIM et al., 2006; JUNG et al., 2018). Em um pellet, 0 aumento da resisténcia a tracdo pode
provocar o aumento do angulo de contato com a superficie, uma vez que a quitosana e as AgNPs
formam uma estrutura mais compacta (QIN et al., 2019) e o pellet se torna mais rigido. Assim,
o0 angulo de contato entre o pellet de quitosana contendo AgNPs e a amostra é maior do que o
angulo de contato entre o pellet de quitosana pura e a amostra, conforme ilustra a Figura 33.
Dessa forma, uma possivel explica¢do para o fendbmeno observado é que o halo formado pelo

pellet de quitosana contendo AgNPs seja menor, pois uma area menor do pellet estd em contato
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com a amostra, em comparacao ao pellet de quitosana pura.

Figura 33 — Angulo de contato com a superficie dos pellets de (a) quitosana e (b) quitosana

contendo AgNPs

Fonte: a autora (2019).

Levando-se em consideracdo o desvio padrdo das medidas, o halo de inibicdo formado
pelos pellets de quitosana pura e de quitosana contendo AgNPs é praticamente igual, apesar dos
pellets de quitosana com AgNPs estarem em contato com uma area da amostra 18% menor em
relacdo aos pellets de quitosana pura, o que indica o efeito sinérgico entre a quitosana e as
AgNPs. Tal efeito pode ser explicado pela atividade antimicrobiana de cada material.

A quitosana, positivamente carregada, interage eletrostaticamente com a parede celular
das bactérias, negativamente carregada, o que acarreta em uma alteracdo na permeabilidade da
membrana celular (MORSI et al., 2017; KHAN et al., 2020). As AgNPs, por sua vez, tém como
alvo principal a membrana citoplasméatica (BONDARENKO et al., 2018) que pode ser atingida

com maior facilidade, caso a parede celular esteja comprometida.
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45 DESINFECCAO DO EFLUENTE INDUSTRIAL

Os valores da quantificagdo de Escherichia coli do efluente bruto e tratado com pellets

de quitosana contendo AgNPs encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4 — Determinagdo quantitativa de Escherichia coli (UFC mL™) no efluente industrial

bruto e tratado com pellets de quitosana contendo AgNPs

Repeticéo 1 Repeticéo 2
Efluente bruto 8,2 x 10? 7,6 x 102
Ciclo 1
60 min <L.Q.* <L.Q.
120 min <L.Q. <L.Q.
180 min < L.Q. <L.Q.
Ciclo 2
60 min 6,7 x 10 6,2 x 10?
120 min 6,5 x 107 4,6 x 10
180 min 7,0 x 102 3,9 x 102

Fonte: a autora (2020).

*L.Q. = limite de quantificacdo do método

Como pode ser constatado, apds 60 min de tratamento no primeiro ciclo, ja ndo foi
possivel detectar Escherichia coli no efluente industrial tratado. No segundo ciclo, o tratamento

mostrou-se menos eficiente, mas ainda foi possivel observar a reducdo na contagem dessa



70

bactéria em relacdo ao efluente industrial bruto, de 15% na repeti¢do 1 e 49% na repeticédo 2,
ou seja, uma reducdo média de 32%.

Alguns autores relataram resultados positivos no tratamento de efluentes industriais com
materiais hibridos. O uso de AgNPs na preparacgdo desses hibridos é uma caracteristica comum
desses trabalhos. Raota et al. (2019) observaram, por exemplo, uma reducdo de 47% na
contagem de Escherichia coli em um efluente industrial apés 60 min de tratamento com pellets
de quitosana contendo AgNPs sintetizadas a partir do extrato do bagaco de uva Bord6. Zarpelon
et al. (2016), por sua vez, trataram um efluente industrial com filmes finos de poli(hidrocloreto
de alilamina) (PAH) e poli(acido acrilico) (PAA) contendo AgNPs e, apds 360 min, observaram
uma reducdo de 90% na contagem de Escherichia coli. Os autores ainda fizeram um segundo
ciclo de tratamento, onde a reducéo foi de 93%, devido a maior quantidade de prata lixiviada
para o meio. Por fim, Lovatel et al. (2015) utilizaram hibridos de montmorilonita, alginato e
AgNPs para tratar um efluente industrial e observaram uma redugdo de 98,5% de coliformes
totais, ap6s 90 min de tratamento.

Esse ensaio evidenciou que os pellets de quitosana contendo AgNPs apresentam

atividade bactericida e sdo uma opcao viavel para a desinfec¢do de efluentes industriais.

45.1 Quantificacdo de prata no efluente industrial

As concentragdes de prata obtidas para o efluente industrial bruto e tratado encontram-
se sumarizadas na Tabela 5.

Como pode ser observado, a prata s6 foi detectada na repeticdo 2, apds 180 min do
primeiro ciclo de desinfeccdo. No segundo ciclo de desinfec¢do, no qual utilizaram-se os

mesmos pellets, ndo houve lixiviagao de prata.
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Tabela 5 — Determinacéo quantitativa de prata (mg L) no efluente bruto e tratado com pellets
de quitosana contendo AgNPs por espectrometria de emissdo 6tica por plasma indutivamente

acoplado (ICP-OES)

Repeticéo 1 Repeticéo 2
Efluente bruto <LQ.* <L.Q.
Ciclo 1
180 min < L.Q. 0,0113
Ciclo 2
180 min <L.Q. <L.Q.

Fonte: a autora (2020).

*L.Q. = limite de quantificacdo do método.

De acordo com as resolugdes do Conselho Estadual do Meio Ambiente (CONSEMA)
n® 128/2006 (RIO GRANDE DO SUL, 2006) e do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA) n° 430/2011 (BRASIL, 2011), efluentes tratados podem ser langados em corpos
d’4agua superficiais desde que ndo ultrapassem o limite maximo de 0,1 mg L de prata, ou seja,
a quantidade de prata lixiviada no ensaio é quase 10 vezes inferior a quantidade maxima

permitida por lei, 0 que ndo indica riscos a salde humana ou impactos ambientais.

4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE BACTERICIDA DOS PELLETS DE QUITOSANA E

AGNPS

A Figura 34 apresenta o resultado do ensaio de avaliacdo da atividade bactericida dos
pellets de quitosana contendo AgNPs. Conforme pode ser observado, ndo houve crescimento
de Escherichia coli nas placas de Petri onde foi incubada a solugéo, apds a desinfec¢do com os

pellets de quitosana contendo AgNPs.
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Figura 34 — Avaliacédo da atividade bactericida dos pellets de quitosana contendo AgNPs

contra a bactéria Escherichia coli

(a)

(c) (d)

Nota: (a) controle; (b) tratamento de 60 min; (c) tratamento de 120 min; (d) tratamento de 180 min.

Fonte: a autora (2020).

Murugesan et al. (2020) avaliaram o desempenho de um reator de descarga de plasma
atmosférico para inativar ou destruir bactérias Gram-positivas (Enterococcus faecalis) e Gram-

negativas (Escherichia coli). Os autores realizaram experimentos com 40 mL de suspensdes
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das bactérias mencionadas acima, com agitacdo de 250 rpm, aplicando diferentes tensdes (2, 4
e 6 kV) e coletaram aliquotas a cada 5 min, até o tempo méximo de 20 min. As aliquotas
coletadas foram inoculadas em placas de Petri e incubadas a 37 °C, por 24 h. Apds esse periodo,
o0s autores avaliaram visualmente as placas e observaram que foi possivel destruir a bactéria
Enterococcus faecalis em 10 min, com uma tensdo aplicada de 4 kV, enquanto a bactéria
Escherichia coli foi destruida em 15 min, com uma tenséo aplicada de 6 kV.

O resultado obtido nessa etapa do trabalho demonstrou claramente que o tratamento de
efluentes industriais com pellets de quitosana contendo AgNPs é eficaz e capaz de destruir a

bactéria Escherichia coli em apenas 1 h.
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5 CONCLUSOES

Esse trabalho evidenciou que € possivel recuperar prata metélica de pilhas descartadas
com alto teor de pureza e utiliza-la para a producéo de nitrato de prata, possibilitando seu uso
em aplicacBes tecnoldgicas, como a producdo de nanoparticulas metélicas que apresentam
atividade bactericida.

A prata metalica foi obtida por um processo hidrometalirgico, no qual o residuo
coletado de pilhas foi lixiviado com &cido nitrico 65% sendo, em seguida, recuperada por
precipitagdo. A prata metalica apresentou pureza superior a 99,3%, microestrutura dendritica e
sistema cristalino do tipo cubico de face centrada.

O nitrato de prata, por sua vez, foi obtido através da cristalizacdo de uma solugéo
produzida pela reacdo entre a prata metalica recuperada com &cido nitrico 65%. O sal
sintetizado apresentou pureza superior a 99,4%, microestrutura sob forma de placas e sistema
cristalino do tipo ortorrémbico.

No que se refere as AgNPs, foi possivel verificar que a sua sintese sofre influéncia do
pH do meio. Aquelas sintetizadas em pH entre 6,0 e 11,0 apresentaram espectros UV-Vis
semelhantes, com maior intensidade. As intensidades dos espectros das solugdes em pH < 5,0
foram, por outro lado, bem menores. As AgNPs sintetizadas apresentaram tamanho médio entre
5 e 20 nm, ndo observando-se Amax caracteristico para a solucdo de AgNPs sintetizadas em pH
13,0. Nesta solucédo, observou-se a precipitacdo de um solido preto, possivelmente de oxido de
prata.

As solugbes de AgNPs sintetizadas em diferentes pHs apresentaram diferentes
capacidades de inibicdo de crescimento bacteriano contra a bactéria Escherichia coli. As
AgNPs sintetizadas em pH 10,0 apresentaram maior capacidade inibitoria de crescimento

bacteriano conta a bactéria Escherichia coli. Nenhuma das solu¢des de AgNPs apresentou
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capacidade de inibicdo de crescimento bacteriano contra a bactéria Enterococcus faecalis.

Os pellets de quitosana contendo AgNPs apresentaram bons resultados de inibigéo de
crescimento bacteriano, tanto para Escherichia coli quanto para Enterococcus faecalis. Foi
possivel observar igualmente o efeito sinérgico da quitosana e das AgNPs.

O tratamento de um efluente industrial com os pellets de quitosana contendo AgNPs
mostrou-se eficaz. A bactéria Escherichia coli presente no efluente foi totalmente eliminada em
apenas 60 min de tratamento. Durante o tratamento do efluente industrial, uma pequena
quantidade de prata foi lixiviada, porém em uma concentracdo bem abaixo do valor méximo
permitido por lei para que efluentes sejam langados em corpos d’agua superficiais, nao
indicando, desta forma, riscos a salde humana ou impacto ambiental.

A reutilizacdo dos pellets de quitosana contendo AgNPs para um segundo ciclo de
tratamento de efluente industrial mostrou-se menos eficaz, mas ainda assim foi capaz de reduzir
em 32% a contagem da bactéria Escherichia coli.

Por fim, o conjunto de dados permitiu concluir que as AgNPs sintetizadas, a partir de
prata metélica recuperada de pilhas de Ag-Zn, possuem atividade bactericida e podem ser
incorporadas em uma matriz de quitosana para formar um material hibrido para inativar ou
destruir bactérias. O tratamento de efluentes com pellets de quitosana contendo AgNPs é eficaz
e tem capacidade de destruir a bactéria Escherichia coli no primeiro ciclo de tratamento, em

um curto periodo, atingindo o objetivo proposto pelo presente trabalho.
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